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1.1 Le catecolamine come modulatori della risposta immunitaria 

Le catecolamine (CA) sono neurotrasmettitori del sistema nervoso centrale (SNC) 

e periferico (SNP) e ormoni prodotti da cellule neuroendocrine e hanno distinti 

ruoli funzionali all'interno delle rispettive zone di innervazione fondamentali nel 

controllo di funzioni vegetative, motorie e psichiche (Trendelenburg e Weiner, 

1988). Le CA furono identificate per la prima volta nel sistema nervoso autonomo 

(SNA). Nel 1921 Cannon individuò una sostanza chiamata “simpatina” che veniva 

rilasciata dalle terminazioni simpatiche in seguito a stimolazione. 

Successivamente tale sostanza fu identificata come noradrenalina (NA) da von 

Euler (1946) e fu trovata anche a livello cerebrale (Holtz, et al., 1950) sebbene la 

sua presenza inizialmente si pensava essere associata solo alle fibre nervose 

autonome che innervano la muscolatura liscia dei vasi sanguigni cerebrali. Nel 

1954 Vogt rilevò il ruolo della NA come neurotrasmettitore con l’importante 

scoperta che la distribuzione di NA a livello cerebrale non è correlata alla 

distribuzione dei vasi sanguigni. 

La principale CA è la dopamina (DA) da cui originano, attraverso 

biotrasformazioni, la NA e l'adrenalina (A). Le CA svolgono le proprie funzioni 

fisiologiche legandosi ai recettori dopaminergici e adrenergici presenti sulla 

membrana delle cellule bersaglio. In particolare, la DA può agire su cinque tipi di 

recettori dopaminergici, denominati D1-D5. Essi appartengono alla famiglia dei 

recettori costituiti da sette domini transmembrana e accoppiati alle proteine G e 

sono stati classificati in due sottogruppi sulla base della struttura genomica e delle 

proprietà farmacologiche. D1 e D5 fanno parte del gruppo D1-like e interagiscono 

con le proteine G di tipo Gαs che promuovono la formazione di adenosina 

monofosfato ciclico (cAMP) a livello intracellulare, mentre D2, D3 e D4, 

costituiscono il gruppo D2-like associato alle proteine di tipo Gαi che inibiscono la 

formazione di cAMP intracellulare. 

Sia NA ed A agiscono su una categoria distinta di recettori, gli adrenocettori. Essi 

appartengono alla famiglia dei recettori con sette domini transmembrana 

accoppiati alle proteine G e sono classificati in alfa-1 e -2, e beta-1, -2 e -3. Il 

sottotipo recettoriale alfa-1 si associa con le proteine G di classe Gq/11 stimolando 
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la formazione di inositol-1,4,5-trisfosfato/diacilglicerolo (IP3/DAG) 

intracellulare, l'alfa-2 interagisce con le proteine G di classe Gi/o modulando i 

livelli intracellulari di cAMP. Tutti i sottotipi beta-adrenergici si associano alle 

proteine G di tipo Gs promuovendo la formazione di cAMP intracellulare. 

Le CA derivano principalmente dalle cellule cromaffini della midollare del 

surrene e dai neuroni presinaptici, dove vengono sintetizzate, immagazzinate e 

rilasciate all'esterno. Recentemente studi in vivo e in vitro hanno osservato che i 

linfociti umani possono sintetizzare e rilasciare le CA, implicate poi nella 

regolazione delle funzioni di queste stesse cellule o di altre. 

A livello del SNC, la DA e NA sono rilasciate da distinti sistemi neuronali e 

svolgono un ruolo importante nel controllo delle funzioni vegetative, motorie, 

psichiche e di controllo dell’attività del SNC stesso. I maggiori circuiti che 

utilizzano la DA come neurotrasmettitore sono le proiezioni che connettono la 

sostanza nera al neostriato e quelle che connettono l'area tegmentale ventrale alle 

strutture limbiche, in particolare alla corteccia limbica. Neuroni contenenti DA 

sono anche presenti nell'ipotalamo tubero-basale ventrale dove svolgono un ruolo 

importante nella regolazione delle funzioni ipotalamo ipofisarie. Altri neuroni 

contenenti DA sono sparsi in varie regioni del SNC tra cui la retina, il bulbo 

olfattivo e l'ipotalamo preventricolare. 

La maggior parte dei neuroni contenenti NA è, invece, organizzata 

prevalentemente in due sistemi assonali: nel locus coeruleus e nell'area tegmentale 

ventrale della formazione reticolare bulbo-pontina. Gli assoni delle cellule del 

locus coeruleus, dopo aver lasciato il nucleo, si distribuiscono a ventaglio per 

innervare praticamente ogni regione del SNC: la corteccia cerebrale, il talamo e 

l'ipotalamo, il bulbo olfattivo, il cervelletto, il mesencefalo e il midollo spinale. Le 

cellule del locus coeruleus sono coinvolte sostanzialmente nella regolazione 

dell'attenzione, della vigilanza e nel ciclo sonno-veglia. Sembra, inoltre, che tali 

cellule giochino un ruolo importante nei processi di apprendimento e di memoria, 

nella regolazione di meccanismi di ansia e dolore, del tono dell'umore e, più 

generalmente, nel metablismo cerebrale. Poiché la NA può rendere i neuroni della 

corteccia cerebrale più responsivi agli stimoli sensoriali rilevanti, si suppone che il 

locus coeruleus abbia la funzione fondamentale di aumentare la responsività 
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cerebrale allo scopo di velocizzare e rendere più efficienti i processi di 

elaborazione dell'informazione che avvengono attraverso i sistemi punto-a-punto 

sensoriali e motori. Per quanto concerne il sistema tegmentale laterale, sono state 

identificate tre principali popolazioni neuronali: il nucleo motorio dorsale del 

vago, il nucleo del tratto solitario (che riceve afferenze dai centri più rostrali del 

sistema vegetativo e dai centri della formazione reticolare bulbo-pontina, ed 

esplica un controllo tonico e fasico sui neuroni pregangliari del midollo spinale e 

della catena laterale del simpatico) e il nucleo tegmentale laterale (da cui origina 

la via ascendente ventrale che innerva ipotalamo, bulbo olfattorio e parte 

dell’amigdala). Tali sistemi noradrenergici risultano coinvolti nel controllo 

dell’attività del sistema nervoso vegetativo (ad es., pressione arteriosa), nella 

regolazione dello stato di veglia e del comportamento alimentare, nella 

modulazione del sistema endocrino, oltre che nella patogenesi di taluni disturbi 

psichici (depressione, disturbi d’ansia). Inoltre, nel SNP, la NA rappresenta il 

neurotrasmettitore classico dei neuroni postgangliari del sistema simpatico, che, 

ad esempio, determina una vasocostrizione a livello splancnico. 

1.2 Network tra sistema nervoso centrale e sistema immunitario a livello 

degli organi linfoidi 

I sistemi nervoso, endocrino e immunitario sono i principali sistemi adattativi del 

corpo e "comunicano tra loro" al fine di mantenere l'omeostasi. I sistemi implicati 

in questo cross-talk sono l'asse l'ipotalamo-ipofisi-surrene (HPA) e il sistema 

nervoso autonomo (SNA) di cui fanno parte: il sistema nervoso simpatico 

adrenergico, il sistema nervoso parasimpatico vago-mediato e il sistema nervoso 

enterico (Bellinger et al., 1992; Friedman e Irwin, 1997; Elenkov et al., 2000; 

Kohm e Sanders, 2000). Le CA rappresentano i principali mediatori in questo 

network. Infatti, negli ultimi 20 anni è stato dimostrato che la NA si comporta sia 

come neurotrasmettitore sia come neuromodulatore negli organi linfoidi. Sotto 

stimolazione, la NA è rilasciata dalle terminazioni nervose simpatiche in questi 

organi per poi legarsi ai recettoti adrenergici espressi sulle cellule immunitarie 

bersaglio. Il rilascio locale di NA o le CA circolanti, mediante la stimolazione di 
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questi recettori, influenzano la circolazione, la proliferazione, la funzionalità dei 

linfociti, e la produzione di citochine. 

L’interazione presente fra il sistema nervoso ed immunitario mediata dalle CA è 

di natura bidirezionale a dimostrazione di come questi due sistemi interagiscano 

fra loro per mantenere condizioni di omeostasi (Fig. 1.2.1) (Qiu et al., 1996; Basu 

e Dasgupta, 2000; Elenkov et al, 2000). 

 

 

Figura 1.2.1 Rappresentazione schematica dei principali meccanismi neuroendocrini (in 

rosso) e nervosi (in blu) coinvolti nella modulazione nervosa della risposta immunitaria 

(modificata da Straub et al., 1998). 

 

Il sistema nervoso interagisce con le diverse cellule effettrici del sistema 

immunitario (SI), mediante la comunicazione diretta delle fibre dei nervi simpatici 
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che innervano i linfonodi primari e secondari (Straub RH., 2004), modulando in 

questo modo la proliferazione e differenziazione dei linfociti nel topo (Swanson et 

al., 2001) e la produzione di cellule T helper nel ratto (Sanders et al., 1997) e nelle 

cellule mononucleari derivate da sangue umano periferico (PBMC) (Torres et al., 

2005). Le cellule del sistema immunitario sono in grado di modulare la funzione 

dei terminali nervosi direttamentnte mediante recettori presinaptici o attraverso il 

legame a recettori espressi su fibre nervose afferenti degli organi linfoidi, per cui 

il segnale proveniente dalle cellule immunitarie, sottoforma di citochine, è in 

grado di raggiungere il SNC.  

Come è stato osservato in differenti studi queste interazioni sono facilitate dai 

recettori adrenergici espressi sui linfociti murini, sulle natural killer dei ratti, sui 

macrofagi e neutrofili dei roditori e sulle PBMC umane (per le PBMC cfr. Marino 

et al., 1999). Nello specifico in queste ultime cellule si è caratterizzato il ruolo 

delle CA utilizzando la tecnica di cromatografia liquida ad alta prestazione (High-

Performance Liquid Chromatography, HPLC) che ha evidenziato l'esistenza di vie 

enzimatiche responsabili della sintesi e della degradazione delle monoamine 

d'interesse. Risultati importanti hanno confermato, inoltre, che le PBMC 

immagazzinano le CA che poi sono in grado di rilasciare nell'ambiente 

extracellulare e ricaptare eventualmente. La presenza dei recettori 

catecolaminergici giustifica l'ipotesi che esista in tali cellule un meccanismo 

autocrino/paracrino regolatorio. 

In questo modo, le cellule del sistema immunitario regolano le loro attività e 

funzioni attraverso le CA endogene utilizzando due meccanismi: le CA rilasciate 

agiscono come mediatori autocrini e paracrini attraverso i diversi recettori 

(adrenergici e dopaminergici) all'interno delle cellule del sistema immunitario e 

nei confronti delle cellule nervose oppure le CA prodotte dai neuroni e dalla 

midollare del surrene attivano e modulano direttamente le funzioni intracellulari 

delle cellule immunitarie.  

Le CA oltre a svolgere i diversi ruoli fisiologici e partecipare alla regolazione 

delle risposte immunitarie ed infiammatorie, sono anche coinvolte in patologie 

neurodegenerative e sindromi neuropsichiatriche. 



 

 

10 

 

Ad esempio il sistema immunitario è coinvolto nella patogenesi di malattie 

autoimmuni quali la sclerosi multipla e l’artrite reumatoide (Cosentino et al., 

2002b; Bellinger et al., 1992) e in malattie neoplastiche come la leucemia linfatica 

cronica (Kamp et al., 1997). La DA è, inoltre, rilevante in patologie neurologiche 

quali il Morbo di Parkinson e la schizofrenia che, rispettivamente con un ipo ed 

iperattività del sistema dopaminergico, sono correlate con alterazioni a livello del 

sistema immunitario (Temlett, 1996, Birtwistle et al., 1998). 

1.3 Catecolamine endogene nelle cellule del sistema immunitario 

Vie biosintetiche e di degradazione classiche, attraverso le quali le cellule 

producono le CA, sono state caratterizzate nelle cellule mononucleate del sangue 

periferico umano (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC), nelle 

sottopopolazioni linfocitarie altamente purificate e nelle linee cellulari 

ematopoietiche (Bergquist et al., 1994; Basu, et al., 1999; Marino et al., 1999; 

Cosentino et al., 2002a). 

La presenza intracellulare della tirosina idrossilasi (TH), enzima limitante nella 

sintesi delle CA, e della dopamina β idrossilasi (DBH), enzima che converte la 

DA a NA, e la modulazione della loro espressione lascia intendere la capicità di 

queste cellule di sintetizzare le CA ex novo. Studi su linfociti di ratto (Qiu YH et 

al., 2005) e su PBMC umane (Cosentino et al., 2002a) dimostrano che tali cellule 

contengono mRNA inducibile per queste idrossilasi. Inoltre, nelle PBMC umane 

l'enzima TH sembra essere regolato da meccanismi calcio-dipendenti (Marino et 

al., 1999). Fra le evidenze farmacologiche a favore della sintesi delle CA nelle 

cellule del sistema immunitario vi è l’azione dell’α-metil-p-tirosina (α-MT) che è 

stata studiata in PBMC umane (Musso NR et al., 1996; Marino et al., 1999; 

Cosentino et al., 2000). α-MT è un inibitore della TH e induce un decremento dei 

livelli intracellulari di CA e di alcuni dei loro metaboliti. La sintesi endogena delle 

CA nelle PBMC umane può modificare sotto stimolazione ad esempio da parte 

del mitogeno policlonale  fitoemagglutinina (PHA). Essa induce l’espressione 

dell’mRNA della TH e conseguentemente a ciò, attraverso l’attivazione della 

proteina chinasi C e il contributo di meccanismi intracellulari calcio-dipendenti, si 

ha un aumento del quantitativo di CA all'interno della cellula di circa 20-40 volte 
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a 48 ore rimanendo poi a livelli elevati, mentre quelle extracellulari rimangono 

entro valori basali, osservati nelle PBMC non stimolate (Cosentino et al., 2002a). 

Il trattamento dei linfociti umani con PHA porta anche ad altre modificazioni 

estremamente rilevanti del sistema catecolaminergico intrinseco a queste cellule. 

L’incubazione con il mitogeno PHA induce infatti l’espressione di recettori 

adrenergici di tipo α1 (Rouppe van der Voort et al., 2000), i quali non risultano 

rilevabili in PBMC umane non stimolate (Casale e Kaliner, 1984), ed incrementa 

la densità dei β-adrenocettori (Zoukos et al., 1994). 

Altre evidenze di tipo morfologico confermano un’attiva sintesi delle CA nelle 

cellule immunitarie. La localizzazione della TH nelle PBMC a riposo risulta 

essere diffusa nel citoplasma mentre nelle PBMC stimolate l'enzima è localizzato 

in granuli densi presenti nel citoplasma in prossimità della membrana plasmatica. 

Sulla base di queste osservazioni si è ipotizzato che questo enzima possa esistere 

in diversi stati funzionali in relazione alla localizzazione ultrastrutturale e portare 

quindi ad una minore o maggiore sintesi di CA (Reguzzoni et al., 2002). 

E’ stato visto, inoltre, che nelle PBMC le CA, e in particolare la dopamina, 

possono indurre apoptosi e possono essere coinvolte nella modulazione funzionale 

del processo apoptotico stesso, attraverso un meccanismo regolatorio autocrino e 

paracrino. L’inibizione farmacologica della TH nelle PBMC in coltura stimolate 

con PHA riduce la percentuale di cellule apoptotiche e ciò porta a ritenere che le 

CA endogene abbiano una funzione modulatoria nei confronti delle cellule 

linfocitarie (Bergquist et al., 1994; Cioca et al., 2000; Jimenez Del Rio et al., 

2000; Cosentino et al., 2002b; Cosentino et al., 2003). Più recentemente, gli 

interferoni (IFN) sono stati identificati come molecole regolatrici della sintesi 

delle CA nelle PBMC umane (Cosentino et al. 2005). Quando le PBMC vengono 

stimolate con PHA, la produzione e il rilascio di CA vengono incrementate da 

IFN-β, se invece vengono stimolate con IFN-γ riducono persino l'espressione di 

mRNA della TH. Gli IFN sembrano essere la prima componente fisiologica 

capace di modulare la produzione di CA da parte delle PBMC. Sono presenti poi 

altri studi condotti nello specifico su cellule del sistema immunitario, quali 

macrofagi e neutrofili. Tali cellule quando stimolate possono generare e rilasciare 

CA ex novo, e con un meccanismo autocrino e paracrino, attraverso specifici 
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recettori,  regolano il rilascio di mediatori verso lo spazio extracellulare (Flierl et 

al., 2007). 

1.4 Sintesi e metabolismo delle catecolamine 

Le CA fanno parte delle monoamine e derivano dall'aminoacido tirosina. 

Contengono nella propria struttura sia un gruppo amminico che un orto-diidrossi-

benzene, il cui nome chimico è catecolo. La sintesi delle CA ha inizio con il 

trasporto attivo dell'amminoacido aromatico L-Tirosina nelle cellule del sistema 

nervoso, endocrino ed immunitario. Non è un aminoacido essenziale e viene 

prodotto anche dal fegato attraverso la fenilanina idrossilasi.  

L'enzima chiave nella sintesi delle CA è la tirosina idrossilasi (TH), definito 

enzima limitante della via biosintetica. L'azione della TH governa la formazione 

di tutte le CA e queste controllano l'attività dell'enzima stesso con un meccanismo 

inibitorio, inoltre, la regolazione avviene attraverso siti di fosforilazione 

controllati dalle proteine chinasi. 

Il processo avviene in diversi passaggi: la tirosina viene idrossilata in 3,4-

diidrossifenilalanina (L-DOPA) dall'enzima TH. Il secondo passaggio consiste 

nella decarbossilazione della L-DOPA, catalizzata dall'enzima DOPA-

decarbossilasi che porta alla formazione di DA. La DA prodotta viene trasportata 

in vescicole di deposito, all'interno delle quali l'enzima dopamina β-idrossilasi 

(DBH) inserisce un gruppo ossidrilico in configurazione assoluta R sull'atomo di 

carbonio β rispetto al gruppo amminico, ottenendo così la NA. 

A livello delle vescicole l'enzima feniletanolammina-N-metiltransferasi (PNMT) 

catalizza la conversione della NA in A attraverso N-metilazione (Fig. 1.4.1). 
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Figura 1.4.1. Sintesi dei trasmettitori catecolaminergici (Feldman, 1984) 

 

Come nei neuroni e nelle cellule cromaffini anche nelle cellule immunitarie le CA 

presenti all’interno della cellula possono essere degradate da enzimi o venire 

immagazzinate. Le principali vie di degradazione delle CA sono rappresentate 

dalla deaminazione ossidativa, operata dalle monoamino ossidasi (MAO) (Bond et 
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al., 1997), e dalla o-metilazione, ad opera delle catecolmetiltransferasi (COMT) 

(Bidart et al., 1981; 1983; Sladek-Chelgren et al., 1981).  

Le MAO, localizzate all'interno della cellula, addossate ai mitocondri, si dividono 

in due sottoclassi: isoforme A e B. L'isoforma A è adibita alla deamminazione 

ossidativa della NA, dell'A e della serotonina, mentre l'isoforma B metabolizza 

soprattutto la DA. Le MAO utilizzano come cofattore la flavina adenina 

dinucleotide (FAD), la reazione richiede la presenza di H2O e O2 e porta alla 

formazione di un’aldeide, originata dall’ammina primaria con liberazione di NH3 

e H2O2. Le COMT, localizzate prevalentemente a livello postsinaptico, negli 

epatociti e in tessuti quali cuore ed epidermide, si presentano in forma solubile o 

legate alla membrana e agiscono metilando uno dei due ossidrili catecolici avendo 

come risultato la formazione di metaboliti, i quali vengono poi deaminati nel 

fegato dalle MAO. Nello specifico le COMT sono enzimi Mg2+-dipendenti, che 

catalizzano il trasferimento di un gruppo metile dalla S-adenosinmetionina (SAM) 

al gruppo idrossilico localizzato in posizione 3 di molti composti catecolici (Fig. 

1.4.2). 

Sono stati condotti studi sulle PBMC umane in cui si è visto che il trattamento di 

tali cellule con pargilina, inibitore delle MAO, porta ad un aumento intracellulare 

di DA, NA ed A il che suggerisce l’effettiva presenza in queste cellule di un 

sistema catabolico per le CA (Marino et al., 1999). 

Durante l'inattivazione, le CA vengono degradate in vari prodotti che includono 

specie reattive dell'ossigeno e altri metaboliti citotossici che inducono l'apoptosi 

cellulare nei linfociti murini, nelle PBMC umane e nelle linee cellulari PC12 

(Cosentino et al. 2004). 
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Figura 1.4.2. Schema del catabolismo di DA, NA e A e loro principali metaboliti. Gli enzimi 

monoamino ossidasi (MAO) che operano una deaminazione ossidativa e le catecol-O-metil 

transferasi (COMT) che O-metilano, intervengono nella degradazione delle CA producendo 

metaboliti inattivi fisiologici (Marino et al 1999). 

1.5 Immagazzinamento intracellulare delle catecolamine: trasportatori 

vescicolari delle monoamine 

Nel sistema nervoso ed endocrino esistono diverse famiglie di trasportatori 

vescicolari che immagazzinano i vari neurotrasmettitori fisiologici. 

Nei linfociti umani, a livello intracellulare, le CA sia esogene che endogene che 

non vengono degradate sono immagazzinate, con un meccanismo ancora in gran 

parte sconosciuto, in comparti intracellulari mediante trasportatori vescicolari. 

I trasportatori hanno una specifica struttura e caratteristiche biofisiche che 

determinano l'affinità per un determinato substrato e l'energia per la traslocazione 

dello stesso. Le monoamine come la serotonina, l'A, la NA e la DA sono 
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immagazzinate da proteine conosciute come trasportatori vescicolari delle 

monoamine (Vesicular MonoAmine Transporters, VMATs), che fanno parte della 

grande famiglia delle proteine trasportatrici di soluti (solute carrier SLC). 

Il sistema di immagazzinamento delle CA è stato a lungo studiato nei neuroni 

simpatici e nelle cellule cromaffini della midollare del surrene. Esperimenti di 

clonaggio hanno identificato lo stesso trasportatore vescicolare nel ratto e 

nell'uomo a livello delle cellule noradrenergiche, dopaminergiche e 

serotoninergiche del cervello. E' stato osservato che, dopo la sintesi, le CA 

vengono immagazzinate in granuli o vescicole che contengono anche nucleotidi, 

acido ascorbico, ioni Ca 2+, cromogranine, peptidi e l'enzima DBH. Tale passaggio 

delle CA dal citoplasma ai granuli secretori avviene proprio attraverso il 

trasportatore vescicolare di membrana. 

Per diversi decenni, i granuli cromaffini provenienti dalla midollare del surrene di 

bovino sono stati utilizzati come sistemi modello e hanno permesso di 

comprendere il funzionamento e l'eventuale possibilità di modulazione di VMAT. 

La prima descrizione è stata data da Kirshner (1962) e nel 1974 Phillips dimostrò 

che il sistema di trasporto era una proprietà della membrana dei granuli cromaffini 

e gli studi proseguirono su questa linea. Si scoprì che tale sistema di trasporto era 

accoppiato ad una proteina filogeneticamente antica conosciuta come V-type 

ATPase, la quale comportava l'acidificazione dei compartimenti sfruttando 

l'idrolisi di ATP per traslocare protoni nei compartimenti endocitici. Inoltre, V-

type ATPase ha un'alta omologia con l'ATPasi batterica F0F1 e fu, dunque, 

constatato che antibiotici come la bafilomicina possono inibire la traslocazione di 

protoni operata da tale proteina. Nel caso di VMAT diversi enzimi glicolitici sono 

presenti sulle vescicole stesse per fornire energia. Questi enzimi come la 

gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi e la fosfoglicerato mutasi, possono usare 

prodotti glicolitici per generare localmente ATP. Il risultante gradiente protonico 

attraverso la membrana vescicolare è stimato essere da 2 a 2.4 unità di pH sotto il 

pH neutro (7.4) del citosol. Tale condizione è favorevole all'accumulo di substrati 

all'interno della vescicola da parte del trasportatore. Nel caso di VMAT due 

protoni sono scambiati per molecola di monoamina con un sistema di antiporto 

monoamina/H+ (Fig. 1.5.1). 
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Anche i canali del cloro determinano il caricamento delle monoamine nelle 

vescicole coordinando il flusso di cloro con l'acidificazione. Questo ha la funzione 

di mantenere il bilancio delle cariche attraverso la membrana, ma ci sono evidenze 

che supportano il fatto che il cloruro stesso moduli la funzione della V-type 

ATPase. 

 

 

Figura 1.5.1. Trasporto della DA all'interno dei granuli cromaffini e sua biotrasformazione in NE. 

Le membrane dei granuli cromaffini possiedono un'ATPasi che trasloca i protoni (ioni H+) 

all’interno del granulo. Questo processo acidifica il granulo (pH di circa 5.5) e crea, inoltre, un 

potenziale elettrico transmembrana di circa 50mV. Il trasportatore VMAT utilizza tale gradiente 

elettrochimico per concentrare le CA all’interno del granulo. VMAT funziona come antiporto di 

protoni che trasporta nel citosol al fine di introdurre una molecola di CA all’interno. Nel granulo la 

DA è idrossilata a NE da un meccanismo descritto precedentemente (Feldman, 1984). 

 

Per le CA il gradiente ionico che si instaura viene utilizzato dalla proteina 

trasportatrice per introdurre la DA all’interno del granulo. Nel momento in cui le 

cellule ricevono l'opportuno segnale funzionale, il rilascio delle CA avviene 

attraverso un meccanismo di esocitosi Ca2+-dipendende. A livello cerebrale è stato 

osservato che il numero di molecole trasmettitrici rilasciate quando una vescicola 

si fonde con la membrana plasmatica è regolato da VMAT2 e inoltre, si è visto 

che l'overespressione mediata da virus del trasportatore in una linea cellulare 

catecolaminergica quadruplica la quantità di CA rilasciate (Pothos et al., 2000). 

Essendo, dunque, VMAT2 responsabile dell'immagazzinamento della DA, viene 
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definito come il maggior regolatore della sensibilità dei recettori della DA. 

L'inibizione del trasportatore vescicolare della DA comporta un decremento della 

DA sinaptica, aumenta così la sensibilità postsinaptica a favore degli agonisti e ciò 

va ad alterare i pattern di espressione genica nelle cellule postsinapiche. Dunque, 

alterazioni nell'immagazzinamento della DA o di altre monoamine nelle vescicole 

sinaptiche può avere profonde ripercussioni a livello fisiologico (Henry e al., 

1998). 

L'organizzazione strutturale di VMAT, stabilita con analisi di idrofobicità 

effettuata dapprima sulle sequenze di ratto del trasportatore e in seguito sull'uomo, 

ha rilevato 12 domini transmembrana, con l'estremità N e C-terminale nel citosol. 

Il modello presenta il sito di glicosidazione nel loop tra il primo e secondo 

segmento transmembrana e le regioni più variabili sono a livello dell'estremità N e 

C-terminale e del loop glicosilato (Fig.1.5.2). 
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Figura 1.5.2 Sequenza di VMAT2 bovino.La sequenza aminoacidica mostra il modello topologico 

corrente, con 12 segmenti transmembrana. Le estremità N-terminale e il C-terminale sono presenti 

nel citoplasma e un largo loop intravescicolare porta 3 siti putativi di glicosidazione. La sequenza 

dei 518 amino acidi è stata registrata con numero di accesso X76380 in GenBank (Henry et al., 

1998). 

 

Studi condotti negli anni '90 sui ratti e sui bovini hanno rilevato l'esistenza di due 

isoforme della proteina trasportatrice: VMAT1 (SLC18A1) e VMAT2 

(SLC18A2) con identità di circa il 62%. A livello genico VMAT1 è stato 

localizzato sul cromosoma 8 (8p21.3), mentre VMAT2 sul cromosoma 10 

(10q25). Inoltre, è stato visto che VMAT2 ha 3-5 fold maggiormente affini per le 

monoamine rispetto a VMAT1. 

Le due isoforme di VMAT sono differentemente espresse nel sistema 

monoaminergico, studi anatomici hanno stabilito che la distribuzione delle 

isoforme di VMAT non è correlata con la distribuzione delle diverse monoamine. 

L’isoforma 1 è risultata essere prevalentemente presente nelle cellule endocrine e 

paracrine degli organi periferici e serve per l'immagazzinamento non solo di NA e 

A, ma anche di serotonina nelle cellule che sintetizzano melatonina della 

ghiandola pineale, mentre VMAT2 è stato identificato oltre che nei neuroni del 

cervello e simpatici anche in cellule contenenti istamina dello stomaco, della 

midollare del surrene e delle cellule del sangue. (Henry et al.,1998; Masson et al., 

1999). 
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Sono stati identificati tre composti come principali inibitori di VMAT a livello 

delle vescicole neuronali e dei granuli cromaffini: reserpina, tetrabenazina e 

ketanserina. Questi composti che si legano a siti specifici, quando marcati 

radioattivamente, possono essere usati come sonde per visualizzare la 

localizzazione delle vescicole di trasporto e studiarne il meccanismo di 

funzionamento. 

Oltre al compito di introdurre i neurotrasmettitori nelle vescicole sinaptiche per la 

funzione di neurotrasmissione, è un'evidenza crescente che VMAT2 fornisce 

neuroprotezione sia da sostanze tossiche endogene che esogene. I 

neurotrasmettitori per la loro struttura chimica possono autoossidarsi e dare stress 

ossidativo alla cellula se permangono in ambiente citosolico, VMAT fa fronte a 

ciò traslocando tali sostanze all'interno delle vescicole prima che diventino 

tossiche. 

Tale trasportatore è utile per diversi aspetti, anche dal punto di vista clinico, ad 

esempio, è studiato per determinare la relazione tra vescicole piccole e grandi, per 

la comprensione del meccanismo di farmaci e tossine come 1-metil-4-

fenilperidinio (MPP+), tetrabenazine o anfetamine, e come un marcatore nello 

sviluppo del cervello, inoltre, è anche un importante bersaglio per analisi di brain 

imaging. Sembra che VMAT2 sia stato adattato dagli eucarioti per la trasmissione 

sinaptica e che sia derivato da proteine filogeneticamente antiche che 

originariamente si sono evolute con lo scopo di proteggere la cellula (Guillot et 

al., 2009). 

Nel sistema immunitario, studi effettuati da Marino (1999), hanno valutato la 

presenza del sistema di immagazzinamento e rilascio delle CA nelle PBMC 

umane utilizzando la reserpina, inibitore di VMAT. Essa si lega ai siti di legame 

sulla vescicola della cellula immunitaria, oltre che, come osservato in precedenza, 

ai trasportatori di granuli cromaffini, bloccando l’accumulo delle CA e la loro 

eventuale metabolizzazione da parte di enzimi intracellulari come la monoamino 

ossidasi (MAO). Ciò è stato confermato rilevando una diminuzione di DA e NA a 

livello intracellulare e un aumento di NA nel medium. In seguito, a livello di 

cellule linfocitarie fresche, attraverso microscopia confocale, la proteina di 

VMAT1 è stata localizzata nel citoplasma, mentre quella di VMAT2 è stata 
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individuata sia a livello citoplasmatico, in aree simili a vescicole, che in misura 

minore sulla membrana plasmatica. I dati a riguardo restano comunque molto 

frammentari (Amenta et al., 2001). 

L'altro trasportatore delle monoamine analizzato è stato quello a livello della 

membrana plasmatica: il trasportatore di DA (DopAmine Transporter, DAT). Il 

DAT linfocitario caratterizzato è presente anche nel sistema neuroendocrino e ha 

probabilmente rilevanza funzionale. Tale trasportatore, infatti, viene inibito da 

composti conosciuti (es. GBR 12909, benzotropina e mazindolo) che, quindi, 

possono influenzare il trasporto di DA nel momento in cui è reintrodotta dai 

linfociti. Analisi condotte con la desipramina, inibitore del meccanismo di 

riassorbimento delle CA, hanno indicato un aumento di DA e NA a livello 

extracellulare, individuando la presenza di tale meccanismo in queste cellule  

(Marino et al., 1999). 

1.6 Aspetti funzionali 

La sintesi ex novo, il rilascio di CA endogene da parte delle cellule del sistema 

immuntario e l'espressione di recettori adrenergici e dopaminergici su tali cellule 

suggerisce che le CA potrebbero non agire solo come trasmettitori dal sistema  

neuroendocrino a quello immune ma essere coinvolte anche in meccanismi 

regolatori di tipo autocrino/paracrino fra cellule immunocompetenti.  

Ad oggi, l'immunomodulazioine delle CA endogene dei linfociti appare 

complesso e poco conosciuto e potrebbe dipendere da vari fattori quali, per 

esempio la concentrazione del neurotrasmettitore, il tipo e la densità dei recettori 

attivati, la presenza di altri neurotrasmettitori o di citochine nel microambiente 

della cellula immunitaria, lo stato di differenziazione e di attivazione cellulare ed 

il tempo di interazione fra le CA ed i propri recettori (Bellinger et al., 1992; 

Elenkov et al., 2000). 

La prima descrizione degli aspetti funzionali delle CA documentata in letteratura 

risale nel 1904 (Loeper M et al.) e descrive un'importante leucocitosi dopo 

somministrazione sottocutanea di adrenalina. Tuttavia, solo verso la metà degli 

anni 90 è stato riportato che le CA derivate da linfociti modulano le funzioni 
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attraverso un meccanismo autocrino/paracrino (Bergquist et al., 1994). Studi 

condotti su linfociti e fagociti dimostrano che l'espressione dell'mRNA degli 

enzimi TH e DBH è inducibile da diversi stimoli se comparati con i rispettivi 

controlli non stimolati. Questi studi sottolineano che la sintesi delle CA nelle 

cellule esaminate dipende dallo loro stato funzionale, e che esistono differenti 

cellule bersaglio. (Flier MA et al., 2007; Brown SW et al., 2003). 

Tsao (1998) ha osservato che l'aloperidolo, antagonista dei recettori 

dopaminergici, inibisce la proliferazione delle cellule linfoidi di ratto. Studi su 

ibridomi con α-metil-p-tirosina (α-MT) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidro-piridina 

(MPTP ), inibitori dell’enzima TH, hanno evidenziato una riduzione sia 

dell’espressione di TH sia della proliferazione cellulare in maniera concentrazione 

dipendente, suggerendo che l’espressione di TH  potrebbe essere correlata alla 

crescita delle cellule del sistema immunitario. 

Al contrario, studi condotti da Qui (2005) mostrano che l'α-MT, inibitore 

dell'enzima TH, stimola la proliferazione linfocitaria indotta dalla concanavalina 

A (Con A), mentre la pargilina, inibitore delle monoaminoossidasi, sopprime la 

proliferazione linfocitaria indotta da Con A, aumentando i livelli intracellulari di 

cAMP rispetto ai relativi controlli. L'azione inibitoria della pargilina è revertita 

parzialmente con la fentolamina, antagonista dei recettori adrenergici di tipo α, e 

totalmente con il propanolo, antagonista β-adrenergico, suggerendo che i recettori 

α- e β- adrenergici mediano la modulazione della funzione linfocitaria indotta 

dalle CA e che l'effetto dei recettori β-adrenergici è maggiore rispetto a quello 

degli α. α-MT e pargilina, inoltre, influenzano il contenuto delle CA a livello 

intra- ed extra-cellulare: il primo riduce il contenuto di CA sia nelle cellule che 

nel medium, mentre il secondo ne induce un aumento, mostrando la loro azione 

inibitoria rispettivamente a livello di sintesi e degradazione delle CA nei linfociti. 

Splenger (1994) ha evidenziato l’esistenza di un meccanismo noradrenergico 

autocrino che interviene nella regolazione della produzione di TNF-α nei 

macrofagi murini. Nello specifico, ha osservato che gli agonisti α-adrenergici 

inducono un aumento della secrezione del TNF-α, mentre gli agonisti β-

adrenergici la riducono. 
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Diversi studi suggeriscono che le CA sarebbero in grado di modulare la capacità 

migratoria delle cellule natural killer (Schedlowsky et al., 1996) e di indurre 

l’espressione delle cellule immunitarie di alcune proteine coinvolte nell’apoptosi 

(Josefsson et al., 1996; Basu e Dasgupta, 2000). Inoltre, si è osservato che 

l’inibizione della produzione endogena di CA a seguito di stimolazione cellulare 

nei linfociti umani si associa ad una riduzione dell’apoptosi (Cosentino et al., 

2002b). 

Studi in vitro condotti su linfociti T umani mostrano che il neurotrasmettitore DA, 

a concentrazioni fisiologiche, blocca la proliferazione cellulare mediante 

inibizione dell'enzima TH (Ghosh et al., 2003; Cosentino et al., 2007) e la 

citotossicità delle sottopopolazioni linfocitarie CD4+ e CD8+ attraverso i recettori 

D1/D5, D2 e D3. Da questi lavori si deduce il ruolo della DA nella regolazione 

delle funzioni dei linfociti T (Saha et al., 2001; Kipnis et al., 2004). Inoltre, 

l'esposizione di PBMC umane alla NA determina un profilo distintivo nella 

produzione di citochine da parte delle popolazioni linfocitarie, aumentando la 

sintesi di citochine di tipo Th1 (IL-2) e Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) (Torres KC et al., 

2005). Pertanto sembra probabile che le CA attivino, in modo selettivo, differenti 

sottopopolazioni determinando un particolare profilo di espressione dei mediatori 

pro- e anti-infiammatori.  

Queste scoperte inducono a ritenere che la rete delle citochine/chemochine 

infiammatorie possa essere uno dei più importanti sistemi di comunicazione, 

strettamente controllato dalle CA attraverso i relativi recettori. 

E' evidente che le CA non agiscano solo come neurotrasmettitori dal sistema 

nervoso a quello immune ma che possano essere coinvolte in meccanismi 

regolatori di tipo paracrino/autocrino fra cellule immunocompetenti (Cosentino et 

al., 2002), contribuendo alla regolazione dell’ematopoiesi, alla modulazione della 

risposta immunitaria, alla proliferazione, alla differenziazione e alla migrazione 

delle cellule immunitarie all’interno degli stessi organi linfoidi (Elenkov, 2000; 

Maestroni, 2000). 

Le CA sono anche coinvolte in patologie autoimmuni o infiammatorie quali la 

sclerosi multipla e l’artrite reumatoide (Bellinger et al., 1992; Zoukos et al., 1994; 
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Chelmicka-Schorr e Arnason, 1994, 1999; Baerwald et al., 1997; Miller et al., 

2000). 

1.7 I linfociti T CD4
+
 e CD8

+
  

I linfociti T sono responsabili della risposta immunitaria cellulo-mediata. Essi  

originano dal midollo osseo, maturano nel timo ed entrano nel circolo sanguigno 

come T naive. La struttura più importante presente sulle superfici dei linfociti T è 

il recettore per l’antigene (T Cell Receptor,TCR). Tale recettore, di struttura 

complessa, è un eterodimero formato da una catena α e una β (α/β TCR) oppure 

da una catena γ e una δ (γ/δ TCR) entrambe associate a una serie di peptidi co-

recettori come il CD3, responsabile della trasmissione dei segnali all’interno della 

cellula, oppure il CD4+ o CD8+ a seconda che i linfociti T siano “helper” o 

“citotossici”. Il TCR  riconosce esclusivamente frammenti peptidici degli antigeni 

proteici precedentemente processati da cellule specializzate nel presentare 

l’antigene (Antigen Presenting Cells, APC) e poi esposti legati a una molecola del 

complesso maggiore di istocompatibilita (Major Histocompatibility Complex,  

MCH). Una volta che l’antigene presente nelle APC si lega al TCR questo si 

attiva e inizia a secernere diverse proteine regolatrici chiamate citochine, le quali 

mediano l’infiammazione e la risposta immunitaria. Le principali funzioni delle 

citochine sono di promuovere la proliferazione e la differenziazione dei linfociti 

T, regolare la qualità e il livello della risposta immunitaria e attivare i macrofagi e 

gli eosinofili. 

I linfociti T si differenziano in sottopopolazioni sulla base della loro funzione e 

dei marcatori di membrana che presentano. I primi risultati circa l'esistenza di 

differenti sottopopolazioni linfocitarie T effettrici furono documentati in 

letteratura da Mosmann (1986). Si riconoscono due principali sottopopolazioni: i 

linfociti T helper CD4+ e i linfociti T citotossici/sopressori CD8+. 

I linfociti T helper CD4+ esprimono il fenotipo CD4+ CD8- e costituiscono circa 

un terzo della popolazione di cellule T mature. I linfociti T helper presentano il 

co-recettore CD4 associato al complesso TCR che riconosce soltanto le molecole 

MHC di classe II espresse sulle APC. Il compito principale dei linfociti T helper 

consiste di aiutare e supportare la risposta immunitaria cellulo-mediata, quindi di 
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amplificare la funzione di altre cellule, favorendo la produzione e la secrezione di 

anticorpi da parte dei linfociti B, inducendo i linfociti citotossici a differenziarsi in 

cellule effettrici e infine stimolando i macrofagi e altre cellule non specifiche a 

intervenire nelle reazioni di ipersensibilità ritardata. 

I linfociti T helper CD4+ possono differenziarsi in sottopopolazioni di cellule 

effettrici che producono citochine diverse dotate di differenti funzioni. Nello 

specifico, i linfociti T helper 1 (Th1) producono principalmente l’interferone-

gamma (INF-γ), il quale stimola le cellule citotossiche e attiva i macrofagi, 

promuovendo soprattutto la risposta immunitaria cellulo-mediata. I linfociti T 

helper 2 (Th2) producono prevalentemente IL-4 e IL-5 che stimolano la 

proliferazione dei linfociti B e quindi la sintesi delle diverse classi anticorpali, 

promovendo quindi la risposta immunitaria di tipo umorale. I linfociti T helper 17 

(Th17) producono IL-17, che stimola il rilascio di citochine e chemochine 

coinvolte nel reclutamento, attivazione e migrazione dei neutrofili. L’equilibrio tra 

linfociti T helper tipo 1 e tipo 2 ha un ruolo fondamentale nella genesi di 

problematiche autoimmuni, allergiche o di ridotta efficienza antivirale del sistema 

immunitario. Infatti, uno sbilanciamento verso uno o l’altro polo d’attivazione 

potrebbe essere alla base di vari disturbi. Recenti scoperte hanno evidenziato che i 

soggetti con un sistema immunitario costantemente sbilanciato verso i linfociti 

Th1 presentano una maggiore possibilità di sviluppare malattie di tipo 

autoimmune (sclerosi multipla, artrite reumatoide, diabete mellito, celiachia, etc.). 

L'aumento di cellule Th1 determina una condizione infiammatoria cronica che 

distrugge i tessuti del corpo. Persone il cui sistema immunitario è squilibrato 

verso i linfociti Th2 possono, con maggiore probabilità, soffrire di problematiche 

allergiche. Anche pazienti con cancro avanzato e con malattie infettive come 

AIDS ed epatite B o C presentano uno sbilanciamento in favore di cellulle Th2. 

L'aumento di cellule Th2 sopprime la possibilità di avere una risposta immunitaria 

efficace contro il tumore o virus. Quindi, risulta essere importante identificare 

approcci farmacoterapeutici innovativi per l'immunomodulazione al fine di 

ripristinare tale equilibrio immunologico. 

I linfociti T citotossici CD8+ esprimono il fenotipo CD4- CD8+ e presentano il co-

recettore CD8 associato al complesso TCR che riconosce le molecole MHC di 
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classe I espresse sulle APC. Una volta attivati in seguito al legame dell’antigene 

con costimolatori o linfociti Th, le cellule CD8+ si trasformano in linfociti T 

citotossici (CTL), capaci di distruggere specificatamente le cellule infette che 

presentano quell’antigene. Più precisamente i CTL da un lato lisano le cellule 

allogeniche che veicolano antigeni di istocompatibilità di classe I diversi dai 

propri, dall’altro distruggono le cellule sinergiche, ossia le cellule che presentano 

gli stessi antigeni di istocompatibilità che siano però stati modificati nella loro 

struttura da un virus o da una trasformazione neoplastica. 

I linfociti T citotossici svolgono un importante ruolo nel controllo e nel 

funzionamento del sistema immunitario in quanto sono deputati a sopprimere, 

direttamente o attraverso fattori solubili, l’attività di altre cellule immunitarie 

come i linfociti B e T e macrofagi. 

1.8 I linfociti T regolatori 

Il primo studioso a suggerire l’esistenza di cellule con attività immunosoppressiva 

fu Gershon nei primi anni ’70 (1972 e 1975) il quale coniò la definizione di 

linfociti T “suppressor”. La prima evidenza funzionale deriva da esperimenti di 

Taguchi e Nishizuka del 1980 che mostrano come la timectomia neonatale di topi 

normali causa la comparsa di disordini autoimmuni nell’adulto. Studi di 

Sakaguchi, il quale inoculò topi nu/nu (privi del timo) con cellule CD4+ prive di 

una sottopopolazione che esprimeva alti livelli di CD25 (catena α del recettore di 

IL-2), osservano l’insorgenza di gravi disordini autoimmuni che colpiscono 

indistintamente vari organi in questi topi. 

I linfociti T regolatori (Treg) hanno un ruolo fondamentale nel controllo 

dell'omeostasi immunitaria, modulando l’intensità e la durata della risposta 

immunitaria e inibendo la proliferazione e l’attivazione dei linfociti T helper (Th) 

e dei linfociti T citotossici (Tc). 

Esse costituiscono il 5-10% dei linfociti T circolanti, sia nell’uomo che nei 

roditori. La letteratura evidenzia l’esistenza di diverse classi di cellule regolatorie 

che nonostante svolgano la stessa funzione modulatrice della risposta 

immunitaria, si differenziano per i recettori esposti a livelllo della membrana, la 
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via di differenziamento all’interno dell’organismo e il meccanismo di 

soppressione, che varia in base al microambiente (tessuto e citochine rilasciate in 

loco) nel quale esse si trovano ad operare. Possono essere classificate in due 

grandi categorie, in accordo con i loro marcatori di superficie e/o citochine 

prodotte: Treg derivanti direttamente dal timo e spontaneamente presenti in esso, 

dette Treg naturali (o costitutive) (natural Treg, nTreg), e Treg indotte (o 

adattative) in periferia (induced Treg, iTreg) (Zou et al., 2006). Le cellule nTreg si 

sviluppano nel timo e poi migrano negli organi periferici, mantenendo la funzione 

regolatoria (5). Tra le iTreg si identificano le regolatorie di tipo 1 (Tr1), le 

regolatorie di tipo 3 (Tr3). 

Le Treg sono considerate “naturalmente anergiche” anche se esprimono il 

fenotipo di linfociti attivati. Alcuni studi di tipo genetico hanno mostrato come le 

Treg esprimano costitutivamente alcuni marcatori di attivazione quando comparati 

con le cellule T effettrici (Teff). Esse esprimono esclusivamente un recettore di 

tipo αβ, alti livelli dei recettori CD25, il recettore del fattore di necrosi tumorale 

indotto dai glucocorticoidi (Glucocorticoid Induced TNF Receptor, GIRT), 

l'antigene 4 associato ai linfociti T citotossici (Citotoxic T lymphocytes associated 

antigen-4, CTLA-4) e bassi livelli del recettore della proteina tirosin-fosfatasi   

(CD45RB) e la catena alfa del recettore per IL-7 (CD127) (5). 

Si ritiene che le cellule T regolatorie siano frutto di una linea differenziativa 

diversificata rispetto a quella che dà origine ai linfociti T CD4+ e T CD8+, guidata 

dall’espressione del fattore di trascrizione Foxp3. 

Nell’uomo il gene codificante Foxp3 si trova sul cromosoma X e la sua mutazione 

è correlata ad una patologia letale del nascituro chiamata IPEX (Immune 

disregulation polyendocrinopathy enterophaty and X-linked inheritance) (Lal et 

al., 2009). L'IPEX, oltre ad essere caratterizzato da una considerevole 

proliferazione linfocitaria, che è la causa di disordini autoimmunitari in diversi 

organi, presenta la totale assenza delle cellule Treg. Questa osservazione ha 

permesso di dimostrare che Foxp3 è il fattore determinante che guida lo sviluppo 

di tali cellule. 

Il fattore di trascrizione Foxp3 appartiene a una famiglia di fattori di trascrizione 

chiamati FOX, ed è costituito da diversi domini strutturali fra cui: zinc-finger, una 
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struttura a cerniera di leucina e, al C-terminale, un dominio a forcina con il quale 

si lega al DNA inibendo la trascrizione dei geni a valle. Il fattore Foxp3 è infatti 

un regolatore negativo della trascrizione. Diversi studi hanno mostrato come tale 

fattore riconosca una sequenza di DNA in prossimità di una consenso riconosciuto 

dal fattore NFAT che attiva la trascrizione di geni codificanti per molte citochine 

infiammatorie, fra le quali IL-2, IL-4 TNFα. Si ritiene che la proteina Foxp3 

competa per il sito di legame al DNA con NFAT, portando all’inibizione della 

trascrizione delle citochine pro-infiammatorie (Fontenot et al., 2005). 

Per quanto riguarda la selezione timica delle cellule Treg, si suppone che tale 

differenziamento, indotto dall’espressione di Foxp3, sia dovuto al grado di affinità 

del TCRαβ, espresso dalle cellule Treg, per le molecole self presentate dalle 

molecole MHCII espresse dalle cellule stromali del timo (Schwartz 2005). 

Tuttavia, nonostante tale riconoscimento sia fondamentale per il differenziamento 

verso un fenotipo regolatorio, diversi autori ritengono che siano coinvolte una o 

più molecole secrete dalle cellule epiteliali del timo come ad esempio il fattore di 

crescita trasformante beta (Transforming Growth Factor beta, TGF-β) che 

agirebbe come fattore costimolatorio nell’induzione dell’espressione di Foxp3. 

Inoltre, si mette in evidenza anche l’importanza della formazione di un 

microambiente citochinico all’interno dei corpuscoli di Hassal, che risulterebbe 

essenziale per la generazione delle cellule Treg (Ladi et al., 2006). Le cellule 

epiteliali di tali corpuscoli producono la citochina IL-7, detta anche linfopoietina 

timica stromale (Thimic Stromal Lymphopoietin, TLSP) che promuove 

l’espressione da parte delle cellule dendritiche di maggiori livelli di molecole 

costimolatorie come CD80/86 causando la conversione MHC-dipendente dei 

linfociti T CD4+ CD25- in cellule Foxp3 CD4+ CD25+ Treg. 

Rudensky e collaboratori hanno dimostrato che le cellule positive all’espressione 

di Foxp3 sono cellule Treg. Questi ricercatori hanno costruito una proteina di 

fusione Foxp3-GFP (green fluorescein protein) in modo da poter marcare e 

osservare, mediante la valutazione dell’emissione di fluorescenza, tutte le cellule 

positive per Foxp3. Con questo sistema, hanno osservato che tutte le cellule che 

esprimevano il complesso fluorescente Foxp3-GFP erano CD4+CD25+, ed anche 
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se una piccola parte di queste cellule non mostrava l’espressione del CD25, queste 

mantenevano ugualmente la capacità inibitoria ( Fontenot et al., 2005b ). 

L’importanza del fattore di trascrizione Foxp3 nell'indurre il differenziamento in 

cellule Treg è confermato da esperimenti che evidenziano come la trasfezione 

retrovirale del gene Foxp3 in cellule Th CD4+ CD25- porti queste ultime ad 

assumere la funzioni di cellule regolatorie. 

La scoperta del gene codificante per questo fattore di trascrizione è stata di 

notevole importanza, in quanto è attualmente l’unico marcatore certo per 

l’identificazione delle cellule Treg. 

1.9 Meccanismi di inibizione indotti dalle Treg 

Le cellule Treg hanno un’elevata capacità di inibire la proliferazione dei linfociti 

T effettori, helper e citotossici. 

Le Treg provenienti dal timo possono esplicare la loro azione soppressiva 

mediante un meccanismo dipendente dal contatto cellulare oppure mediante la 

secrezione di citochine IL-10 e TGF-β) o mediante entrambi questi meccanismi 

(Song Guo Zheng et al., 2004; Piccirillo e Thornton, 2004; Fehervari e Sakaguchi, 

2004).  

Le cellule Treg indotte di classe 1 sopprimono, in vivo, la proliferazione delle 

cellule T effettrici mediante la produzione di IL-10, mentre quelle di tipo 3 

attraverso la produzione della citochina immunosoppressoria TGF-β (Fig 1.9.1). 
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Figura 1.9.1. Schematizzazione dell’attività biologica delle sottoclassi dei linfociti Treg che 

utilizzano i due meccanismi sopra indicati. Le frecce rappresentano una stimolazione e le barre 

un’inibizione. 

 

Sono stati ipotizzati molti modelli che cercano di delucidare il meccanismo 

mediante il quale le cellule Treg inibiscono lo sviluppo di cloni di cellule T CD4+ 

reattive. Si suppone che le Treg svolgano la loro funzione inibitoria a livello 

dell'mRNA per IL-2, determinando il blocco del ciclo cellulare fra la fase G1 e la 

fase S (Boehmer 2005). 

Il meccanismo inibitorio delle Treg dipende dal microambiente in cui si trovano  

che risulta dalla combinazione di citochine secrete nel luogo dell’infiammazione e 

dal tipo di attivazione che viene indotto sulle cellule Treg mediante il segnale del 

TCR. L’inibizione delle Treg indotta dal contatto cellulare è determinata dalla 

presenza di recettori di membrana che trasducono un segnale di inibizione della 

proliferazione: il recettore CTLA-4 espresso sulla membrana cellulare delle Treg 

si lega al CD80/86 sulla membrana delle cellule T effettrici, impedendo la loro 

proliferazione (Boehmer 2005). 

Le Treg sono in grado di inibire la proliferazione dei linfociti T CD4+ e CD8+ 

mediante la citochina TGF-β. Alcuni autori hanno proposto che il legame fra 

TGF-β espressa dalle Treg e il recettore del TGF-β (TGF-βRII), esposto sulla 

membrana dei linfociti, vada ad inibire la proliferazione e la secrezione di 

citochine da parte di queste cellule (Nakamura et al., 2001). In vitro è stata 

osservata la capacità delle cellule Treg umane di indurre la morte di linfociti T 
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CD4+ e CD8+ attivati mediante la via del Granzima A e delle perforine. Un altro 

meccanismo di inibizione della proliferazione cellulare riguarda l’attivazione 

dell’enzima IDO (idoleamine 2-3 dioxigenasi). Tale enzima è coinvolto nel 

metabolismo del triptofano libero, amminoacido importante per la proliferazione 

dei linfociti T. Si suppone che il legame fra il CTLA-4 sulla membrana delle Treg 

e il CD80/86 esposto sulla cellula dendritica (DC), attivi l’enzima IDO a 

metabolizzare il triptofano libero riducendone la quantità disponibile, causando 

l’inibizione dell’attivazione e della proliferazione delle cellule T (Boehmer 2005). 

Anche il recettore per i glucocorticoidi, GITR, espresso dalle Treg circolanti ad 

alti livelli, svolge un importante ruolo nella regolazione dell’attività delle Treg. E’ 

stato osservato che una stimolazione di questo recettore dopo 24 ore di co-coltura 

promuove la soppressione delle cellule Th CD4+ CD25-. Tuttavia, la stimolazione 

di GITR con un mAb specifico, blocca l’attività soppressoria delle Treg 

(Sakaguchi et al., 2004). 

Le cellule Treg sono coinvolte in patologie immunologiche, immunità tumorale, e 

tolleranza nei trapianti (Piccirillo e Thornton, 2004). 

E’ noto infatti che un ridotto numero o una ridotta funzionalità delle varie classi di 

cellule regolatorie portano all’insorgenza di tali disordini; così come un 

sovrannumero di tali cellule è in grado di inibire le risposte protettive ai 

microorganismi patogeni e alle formazioni neoplastiche. 

1.10 Regolazione funzionale delle Tregolatorie 

Il numero, il fenotipo, la migrazione e la funzionalità delle cellule Treg dipendono 

da stimoli specifici presenti in periferia. Le citochine, ad esempio, sono un gruppo 

eterogeneo di proteine secrete che hanno un ruolo cruciale nella regolazione di 

tutti gli aspetti funzionali del sistema immunitario, come la differenziazione 

cellulare, l’omeostasi, la tolleranza, l’immunità e lo sviluppo della memoria 

immunologica. Oltre alle citochine esistono molecole non proteiche, come gli 

steroidi, lipidi, sfingolipidi e metaboliti della vitamina A e D, che sono in grado di 

influenzare la differenziazione, la migrazione e funzionalità delle cellule T 

(Campbell e Koch, 2011) 
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E' stato osservato che i fattori, come la molecola costimolatrice CD28, TGF-β, 

cellule dendritiche e le citochine IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15, sono in grado di 

modulare la l'attività soppressoria delle Treg attraverso il trasduttore del segnale e 

attivatore della trascrizione 5 (Signal transducer and activator of transcription 5, 

STAT5). L'alterata funzionalità può dipendere anche da una inadeguata 

espressione delle molecole di superficie implicate nella soppressione contatto-

dipendente, quali CTLA4, CD39, gene 3 di attivazione linfocitaria (Lymphocyte-

activation gene 3, LAG3), granzima A e FAS (Buckner, 2010). Inoltre, la 

composizione dell'ambiente locale, incluso i tipi di APC e citochine come TNF 

(Korn, et al., 2007; Valencia et al., 2006), IL-4, IL-6, IL-12 , IL-7, IL-15 e IL-21, 

possono influenzare la funzione delle cellule Treg (Buckner, 2010). 

Contemporaneamente, sono stati proposti diversi meccanismi con cui le cellule T 

effettrici potrebbero resistere all'azione soppressiva delle Treg. Ad esempio, in 

presenza delle cellule Treg, le citochine IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 stimolano la 

proliferazione delle cellule T effettrici, inibendone l'azione soppressorie (Yates, et 

al., 2007). Anche diversi membri della famiglia del recettore del TNF sono 

implicati in tale processo: l'assenza di espressione della molecola OX40 

compromette l'attività delle Treg (Takeda, et al. 2004) così come il legame di 4-

1BB induce resistenza alle cellule T effettrici verso l'azione soppressoria delle 

Treg (Buckner, 2010). 

Gli interferoni (INF) modulano l'omeostasi e la funzionalità delle Treg. Diversi 

studi indicano che INF-β è in grado di rispristinare il numero e l'azione 

soppressoria delle Treg in pazienti affetti da sclerosi multipla. Al contrario, l'INF-

α e γ ne inibiscono la loro proliferazione (Cosentino et al., 2005; Zaffaroni et al., 

2005). 

Recenti studi hanno mostrato che i metaboliti delle vitamnine A e D sono in grado 

di influenzare lo sviluppo e l'omeostasi delle Treg rispettivamente a livello 

intestinale e cutaneo (Campbell e Koch, 2011). L'acido retinoico induce 

l'espressione dei recettori homing intestinali, integrina α4β7 e recettore per le 

chemochine CCR9, favorendo la differenziazione a livello periferico delle Treg 

indotte e contribuendo a mantenere il numero delle Treg durante le risposte 

infiammatorie. La vitamina D ha simili effetti a livello cutaneo. La vitamina D3, 
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prodotta dalle cellule dendritiche cutanee, induce l'espressione di CCR10, 

recettore delle chemochine implicato nella localizzazione delle cellule T a livello 

epidermico. Questi dati suggeriscono che i segnali anatomici guidati da metaboliti 

possono guidare la migrazione e le proprietà funzionali delle Treg necessarie per 

l'immunoregolazione nei tessuti di interesse. 

Alcuni lavori hanno identificato la DA come un diretto modulatore della risposta 

immunitaria (Basu e Desgupta, 2000) e negli ultimi anni ne è stata individuata la 

capacità di modulare la funzionalità dei linfociti, in particolare di inibire la 

funzionalità delle Treg (Cosentino et al., 2007). 

Infatti, studi di neurodegenerazione sul topo hanno permesso di individuare la DA 

come unico nerotrasmettitore capace di indurre effetti neuroprotettivi attraverso 

una diminuzione dell’attività soppressiva delle Treg così come delle loro proprietà 

adesive e migratorie, attraverso meccanismi recettori dopaminergici (D1 e D5)-

dipendenti e ERK-dipendenti (Kipnis et al., 2004). 

1.11 Ruolo delle CA in patologie degenerative e autoimmuni 

Il sistema nervoso autonomo/simpatico e l'asse HPA influenzano l'autoimmunità 

in modo complesso, in particolare possono modulare l'equilibrio tra i linfociti T 

(Arnason et al., 1988; Chrousos, 1995; Wilder, 1995; Rogers and Fozdar, 1996). 

L’equilibrio tra tali linfociti ha un ruolo fondamentale nella genesi di 

problematiche autoimmuni, allergiche o di ridotta efficienza antivirale del sistema 

immunitario. Infatti, uno sbilanciamento verso uno o l’altro polo d’attivazione 

potrebbe essere alla base di vari disturbi. Diversi studi testimoniamo che le 

malattie autoimmuni sono caratterizzati da alterazioni a livello dello 

bilanciamento tra Th1 e Th2. Ad esempio la scelori multipla (SM), l'artrite 

reumatoide (AR), il diabete mellito di tipo 1 (DMT1), la malattia autoimmune 

della tiroide (ATD) e la malattia di Crohn presentano uno sbilanciamento verso 

Th1 con produzione eccessiva di IL-12 e TNF-α (Wilder, 1995; Mosmann and 

Sad, 1996). La proliferazione e la differenziazione dei Th1, correlata ad una 

risposta immunitaria cellulo-mediata, sembrano essere un fattore critico in queste 

malattie (Segal et al., 1998). D'altra parte, il lupus eritematoso sistemico (LES) è 
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associato ad uno sbilanciamento verso Th2 e una produzione eccessiva di IL-10 

(Maini et al., 1994; Horwitz et al., 1998). 

Recenti scoperte hanno infatti evidenziato che i soggetti che hanno un sistema 

immunitario costantemente sbilanciato verso i linfociti Th1 hanno una maggiore 

possibilità di sviluppare malattie di tipo autoimmune (sclerosi multipla, artrite 

reumatoide, diabete mellito, celiachia, etc.). L'aumento delle cellule Th1 

determina una condizione infiammatoria cronica che distrugge i tessuti del corpo. 

Persone il cui sistema immunitario è squilibrato verso i linfociti Th2 possono, con 

maggiore probabilità, soffrire di problematiche allergiche. Anche pazienti con 

cancro avanzato o con malattie infettive come AIDS, epatite B o C presentano 

uno sbilanciamento in favore delle cellulle Th2. L'aumento delle cellule Th2 

sopprime la possibilità di avere una risposta immune efficace contro il tumore o 

virus. 

Evidenze ampiamente documentate riportano il conivolgimento delle cellule Treg 

nelle malattie autoimmuni. Infatti, tali cellule contribuiscono al mantenimento 

della tolleranza periferica per cui alterazioni a livello di numero, proliferazione, 

migrazione e funzionalità causano l'insorgenza di malattie. Il ruolo delle cellule 

Treg nel mantenimento della tolleranza verso il self è stato mostrato in topi privi 

di cellule Treg nei quali è stata indotta una malattia autoimmune, tra cui la sclerosi 

multipla, l'artrite reumatoide (Sakaguchi et al., 1995; Suri-Payer et al., 1998). Da 

allora, le cellule Treg sono state ampiamente studiate al fine di individuare terapie 

mirate. 

Inoltre sono presenti numerosi studi che descrivono il coinvolgimento di  

meccanismi autocrini/paracrini catecolaminergici in patologie autoimmuni, 

infiammatorie, quali la SM e l’AR (Bellinger et al., 1992, Zoukos et al., 1994), 

neurodegenerative (come il Morbo di Parkinson), psichiatriche (quali schizofrenia 

e depressione) ed in patologie complesse causate da alterazioni a livello della 

trasmissione catecolaminergica.  

Risulta essere importante identificare approcci farmacoterapeutici innovativi per 

l'immunomodulazione al fine di ripristinare tale equilibrio immunologico. 
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1.11.1 Sclerosi multipla 

La sclerosi multipla (SM) è una malattia infiammatoria cronica demielinizzante, a 

patogenesi autoimmune, che colpisce il SNC. È una patologia multifattoriale, 

l'insorgenza è data dall'associazione di una suscettibilità di tipo genetico a fattori 

ambientali. Ha un'insorgenza giovanile, colpisce prevalentemente in età compresa 

fra i 20-40 anni, con un apice intorno ai 28-30 anni. Le donne risultano essere 

colpite più frequentemente degli uomini in un rapporto di 2:1 (McFarlin et al., 

1982). L'incidenza varia in base alle aree geografiche e si assesta intorno a 1-80 

casi ogni 100.000. Il Canada, gli Stati Uniti del nord e l'Europa settentrionale sono 

le aree dove la patologia si manifesta con maggior frequenza. La SM è 

caratterizzata da una degenerazione della mielina e delle guaine assonali con 

conseguente alterazione della velocità di trasmissione degli impulsi nervosi. Studi 

condotti su modello animale della SM, l'encefalomielite autoimmune sperimentale 

(EAE), supportano che la patologia sarebbe secondaria ad una risposta 

autoimmuna rivolta verso gli antigeni self. Tale modello evidenzia che il processo 

autoimmune demielinizzante nel SNC sia rappresentato dall'attivazione nel sangue 

periferico di cellule T specifiche per gli antigeni mielinici. Le cellule linfocitarie 

attivate sono in grado di oltrepassare la barriera ematoencefalica, di interagire con 

le cellule presentanti l'antigene site nell'ambito del SNC, di produrre citochine 

pro-infiammatorie che a loro volta promuovono l'attivazione di popolazioni 

citotossiche, dando origine ad uno stato infiammatorio che sfocia in lesioni a 

carico delle guaine mieliniche e conseguente danno assonale. Nelllo specifico, 

dopo il riconoscimento dell’antigene, inizia la sintesi di IL-12 che favorisce la 

produzione di IFN-γ e TNF-α. Tale reazione infiammatoria può autolimitarsi 

grazie alla produzione di citochine anti-infiammatorie, determinando la 

regressione della sua espressione e della sintomatologia clinica entro alcune 

settimane. Nel caso in cui tale processo infiammatorio non riesca ad autolimitarsi, 

si verifica l’attivazione di ulteriori cellule, per lo più macrofagi, che danno inizio 

al processo di demielinizzazione tipico della SM che può determinare un danno 

che va dalla distruzione della guaina mielinica alla degenerazione assonale. Il 

danno tissutale è determinato da molteplici meccanismi immunologici 

appartenenti sia alla risposta adattativa che a quella innata. 
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Sebbene alla base dello sviluppo della SM vi siano meccanismi immunologici 

complessi, il ruolo principale della patogenesi di questa malattia viene attribuito ai 

linfociti CD4+. Studi condotti su modello animale murino confermano tale 

affermazione: l'EAE è una patologia che può essere trasferita attraverso 

l'inoculazione di linfociti CD4 mielino-specifici riattivati in vitro. 

I linfociti CD4+ naive sottoposti a stimoli specifici danno origine a differenti 

sottopopolazioni linfocitarie: Th1, Th2 e Th17 secernenti rispettivamente INF-γ, 

IL-4 e IL-17. Esistono molteplice evidenze che dimostrano il ruolo ricoperto delle 

cellule Th1 nella patogenesi della SM. Dati clinici indicano un peggioramento del 

quadro clinico in pazienti trattati con IFN-? e l’aumento dei livelli circolanti di 

tale citochina nelle fasi acute della malattia (Beck et al., 1988) suggerendo un 

ruolo negativo di questa citochina nella SM (Hohnoki et al., 1998). Inoltre si è 

osservato che nella SM gli attacchi sono preceduti da una aumentata produzione 

di IFN-β sia dalle cellule del fluido cerebraspinale che da linfociti di sangue 

periferico (Olsson et al., 1990; Rieckmann et al., 1994; Hohnoki et al., 1998). 

Livelli elevati di IL-17 sono stati riscontrati sia nel liquor sia nelle lesioni dei 

pazienti affetti da SM. Inoltre, la somministrazione di Ab anti-IL1-7 previene 

l'induzione di EAE nel topo (Langrish et al, 2005; Lock et al, 2002). 

Di fatto, però, le popolazioni cellulari coinvolte nel processo infiammatorio alla 

base della malattia sono molteplici. Studi recenti hanno suggerito la possibilità 

che anche i linfociti CD8 citotossici siano coinvolti nello sviluppo della SM. Nel 

modello murino dell'encefalomielite demielinizzante di Theiler il danno mielinico 

dipende da un'azione antivirale mediata dai linfociti CD8+, supportando come la 

popolazione citotossica possa indurre infiammazione a livello cerebrale, con 

conseguente demielinizzazione e danno assonale. L'attivazione deli linfociti CD8+ 

sarebbe mediata dall'interazione con neuroni e cellule gliali che esprimono 

molecole MHC di classe I, il che le farebbe divenire target preferenziali di questa 

sottopopolazione linfocitaria (Junker et al., 2007; Neumann et al., 2002). 

Il farmaco maggiormente utilizzato per il trattamento della SM è l’IFN-ß (Revel, 

2003), la cui attività può essere riassunta in tre principali azioni a livello del 

sistema immunitario (Yong et al., 1998): durante il processo di attivazione dei 

linfociti T, durante la migrazione di queste cellule nel SNC e infine durante la 
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sintesi ed il rilascio di citochine proinfiammatorie, che induce complessivamente 

una riduzione della reattività immunitaria. Vi sono alcuni studi che suggeriscono 

come l’efficacia dell’IFN-β sia dovuta in parte alla sua abilità di inibire diverse 

azioni dell’IFN-γ (Yong et al., 1998; Revel, 2003). Sembrerebbe quindi che 

l’IFN-β possa essere benefico per la malattia (Revel, 2003), mentre l’IFN-γ 

potrebbe aggravarla (Hohnoki et al., 1998). 

Evidenze cliniche indicano che una alterata funzionalità delle cellule T regolatorie 

(Treg) potrebbe contribuire alla alterazione della tolleranza immunitaria in 

pazienti affetti da SM (Viglietta et al., 2004; Venken et al., 2006). In tali pazienti 

la capacità intrinseca delle Treg di sopprimere la proliferazione (indotta da stimoli 

policlonali e/o allogenici) delle cellule T effettrici sembra essere diversa rispetto a 

soggetti sani (Viglietta et al., 2004; Haas et al., 2005). inoltre si è osservato che   

le Treg di pazienti affetti da questa patologia hanno una ridotta espressione 

dell’mRNA del FoxP3 (Walker et al., 2003; Hong et al., 2005). 

1.11.1.1  Catecolamine e sclerosi multipla 

Dati presenti in letteratura descrivono alterazioni delle CA in pazienti affetti da 

SM ed un loro coinvolgimento nella patogenesi e/o progressione di questa 

patologia. In particolare, si osserva un aumento significativo dei livelli di A nei 

linfociti di sangue periferico nel primo attacco della SM, mentre quelli della NA 

sono significativamente più bassi durante le remissioni (Rajda et al., 2002). Studi 

condotti su PBMC attivate provenienti da pazienti affetti da SM cronoca-

progressiva o SM a decorso remittente è stato osservato che la produzione di DA è 

alterata, se confrontata con controlli sani e con SM a decorso remittente 

(Cosentino et al., 2002a; Giorelli et al., 2005). Cambiamenti delle CA endogene 

potrebbero essere collegate ad alterazioni a livello dei meccanismi apoptotici, che 

portano alla sopravvivenza di cellule autoreattive e che si verificano durante la 

SM clinicamente attiva (Pender, 1998; Macchi et al., 1999; Comi et al., 2000; 

Sharief et al., 2002) così come ad altri aspetti della patogenesi e/o progressione di 

questa patologia (Bellinger et al., 1992; Chelmicka-Schorr et al., 1999). Altri studi 

evidenziano un possibile coinvolgimento nella SM anche di meccanismi 

adrenergici e dopaminergici in quanto l'espressione dei recettori catecolaminergici 

risulta essere aumentata in pazienti con SM (Chelmicka-Schorr e Arnason, 1994). 
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Studi in vitro su linfociti umani di soggetti sani mostrano che la citochina IFN-β 

aumenta la produzione di CA e induce la loro liberazione nello spazio 

extracellulare, mentre l’IFN-γ ne riduce la produzione attraverso la soppressione 

dell’espressione del gene della TH. Infine, esperimenti di conincubazione di 

queste due citochine mostra che l'IFN-β previene l’effetto inibitorio dell’IFN-γ 

(Cosentino et al., 2005). L'azione stimolatoria dell’IFN-β sulla produzione di CA 

endogene da parte di linfociti T avviene oltre che in soggetti sani anche in pazienti 

affetti da MS e trattati con interferoni (Zaffaroni et al., 2005). Le proprietà 

immunomodulanti degli INF nella SM hanno aperto nuove prospettive 

terapeutiche. E' stato osservato che nei linfociti di pazienti con SM trattatti con 

INF-β per dodici mesi la produzione di CA aumenta ed è resistente all'inibizione 

indotta dall' INF-γ. L'espressione genica dell'enzima TH e dei recettori beta 

adrenergici e dopaminergici incrementa già dopo un mese e continua ad 

aumentare fino a sei-dodici mesi di trattamento.  

Quindi, nei pazienti affetti da SM il trattamento con IFN-β aumenta la capacità da 

parte dei linfociti di sintetizzare le CA, e ripristina l'efficienza delle vie 

adrenergiche e dopaminergiche, che potrebbe comportare ad una riduzione a 

livello della proliferazione delle cellule T e della secrezione di IFN-β (Giorelli et 

al., 2005). Infatti, i recettori beta adrenergici sono stati considerati come un 

bersaglio promettente nella farmacoterapia della SM e, in particolare, il 

salbutamolo, agonista selettivo beta2, è stato proposto come terapia aggiuntiva in 

pazienti affetti da SM in quanto inibisce le proliferazione dei linfociti T e il 

rilascio di INF-β (Makhlouf et al., 2002). 

La maggior comprensione dei meccanismi di regolazione dei recettori beta 

adrenergici nei linfociti di pazienti con SM, anche in relazione al trattamento con 

agenti immunomodulanti, consentirebbe ad aumentare i potenziali benefici dei 

farmaci che agiscono a livello dei recettori beta-adrenergici 

1.11.2 Artrite Reumatoide 

L'artrite reumatoide (AR) è una malattia infiammatoria cronica, a carattere 

sistemico, caratterizzata da un'intesa attivazione linfocitaria all'interno dei 
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compartimenti sinoviali, con conseguente erosione della cartilagine e dell'osso da 

parte del tessuto sinoviale infiammato. 

L’esordio della malattia può avvenire a qualunque età, anche se è più frequente in 

soggetti di età compresa tra i 40 e i 60 anni. Le donne risultano essere colpite più 

frequentemente degli uomini in un rapporto di 4:1. 

La genesi della malattia è multifattoriale. Esiste una predisposizione genetica allo 

sviluppo della malattia che causa un'alterata risposta immunitaria contro agenti 

ambientali (batteri, virus etc). 

Studi sierologici e colture linfocitarie mostano che il 60-70% dei pazienti di razza 

caucasica affetti da AR presenta gli antigeni di classe II HLA-DR4 e DR1 

(Varesini, 2004). 

L’interazione della predisposizione genetica con la presenza di agenti scatenanti 

innesca una risposta infiammatoria che si traduce con l’attivazione dei linfociti 

CD4+ e la produzione della citochina IL-4 che attivano i linfociti B, i monociti-

macrofagi e i sinoviociti. Tali cellule concorrono nell’attivare altri gruppi di 

cellule e nel produrre citochine così da mantenere l’infiammazione. 

I linfociti B sono i produttori del fattore reumatoide e degli anticorpi contro gli 

antigeni scatenanti con conseguente formazione di immunocomplessi che vanno a 

localizzarsi a livello della cartilagine articolare e del liquido sinoviale con 

conseguente infiammazione sinoviale acuta, depositandosi anche a livello dei vasi 

extra-articolari, come punto di partenza del danno sistemico. Le citochine prodotte 

dai linfociti T, monociti, macrofagi e sinoviociti stimolano invece la 

proliferazione sinoviale, l’infiammazione si automantiene e diventa di tipo 

cronico, caratterizzata dalla produzione del panno sinoviale, cioè un tessuto di 

granulazione destruente che invade la cartilagine ialina articolare, i tendini e 

l’osso subcondrale. Quindi, nell'AR si verifica una perdita di equilibrio tra le 

citochine pro- e anti-nfiammatorie. In particolare TNF-α, IL-1 e IL-6 sono le  

citochine che rivestono un ruolo fondamentale nell’infiammazione di questa 

malattia in quanto sono in grado di alimentare e mantenere attivo il processo 

flogistico, determinando la distruzione del tessuto connettivale da parte delle 

metalloproteinasi della matrice e l’attivazione della osteoclastogenesi. Gli inibitori 
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del TNF-α sono tra i prinicipali farmaci utilizzati per il trattamento dell'AR, in 

quanto sono in grado di innescare diversi fenomeni biologici, che vanno dalla 

soppressione dei livelli circolanti di IL-6, con conseguente diminuzione dei valori 

di proteina C reattiva, alla riduzione della cellularità e dell’infiammazione a 

livello della membrana sinoviale reumatoide. Inolte, il blocco del TNF-α, 

comporta una riduzione dell’afflusso di linfociti sinoviali e una riduzione dose-

dipendente dei livelli circolanti di metallo-proteinasi. 

1.11.2.1  Catecolamine e artrite reumatoide 

Evidenze sperimentali e cliniche supportano il coinvolgimento di alterate 

interazioni neuro-immunologiche nella patogenesi della malattia. 

Diversi studi documentano un'alterazione dei recettori β2-AR a livello delle 

PBMC in pazienti affetti da AR. In particolare, in questo studio hanno osservato 

una riduzione significativa dei β2-RA iniseme ad una diminuzione dell'attività 

soppressiva indotta dalle CA a livello della proliferazione linfocitaria, 

contribuendo alla patogenesi della malattia (Baerwald et al., 1999). 

In un lavoro di Lombardi (1999) non si osserva una riduzione dei β2-ARa livello 

dei linfociti di pazienti con AR, ma una diminuzione significativa dell'attività 

delle chinasi dei recettori accoppiati alle proteine G (GRK) di tipo 2 e 6, 

favorendo, in questo modo, l'azione delle citochine pro-infiammtorie. Inoltre, 

dopo la stimolazione dei β2-AR si verifica un aumento significativo di cAMP e 

una inibizione della produzione di TNF-α. Studi in vitro su PBMC provenienti da 

pazienti con AR hanno evidenziato che le CA non sono in grado di stimolare la 

produzione di citochine con profilo Th2, perpetuando in questo modo la risposta 

infiammatoria (Wahle et al., 2006). 

Miller (2000) ha evidenziato una alterata regolazione simpatoadrenergica della 

risposta immunitaria nel tessuto sinoviale, dove l'innervazione simpatica si riduce 

mentre aumenta quella sensoriale.Tale alterazione è correlata ad un aumento del 

grado dell'infiammazione. Nonostante la perdita di fibre simpatiche, si osserva 

una elevata quantità di NA secreta dalle cellule positive all'enzima TH,  

principalmente dai macrofagi sinoviali presenti nel tessuto infiammato. La 

quantità di NA presente è correlata con il grado di infiammazione e con la 
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secrezione spontanea di IL-8, mentre la densità di cellule positive a TH è correlata 

con la secrezione di IL-6, IL-8 e MMP-3 (Miller et al., 2002). Nei pazienti AR 

trattati con corticosteroidi il tessuto sinoviale presenta una riduzione di secrezione 

spontanea di citochine e NA, di cellule T, macrofagi e cellule positive a TH, dello 

stato infiammatori. Studi in vitro su sinoviciti umani mostrano che la NA inibisce 

la sintesi di IL-8 e TNF-α, supportando che la riduzione di fibre nervose 

simpatiche insieme ad una bassa dose di NA in condizioni di riposo è 

fondamentale per lo sviluppo del processo infiammatorio (Miller et al., 2002). La  

NA secreta dalle cellule positive a TH nel tessuto sinoviale rappresenterebbero un 

meccanismo antinfiammatori. Infatti, in pazienti con AR è stato dimostrato che la 

secrezione sistemica, insieme alla produzione locale di NA, sono necessari per 

diminuire l'infiammazione sinoviale, mentre l'infusione sistemica di A potrebbe 

portare ad una riduzione della produzione endogena di cortisolo e di conseguenza 

ad una maggiore infiammazione (Straub et al., 2002). 

Ulteriori prove sul ruolo critico della produzione locale di CA da parte delle 

cellule immunitarie nel tessuto sinoviale si hanno da Capellino (2010) che 

dimostra su un modello animale di AR che l'aumento del rilascio di CA inseguito 

all'inibizione del trasportatore vescicolare delle monoamine 2 (VMAT2) si 

traduce con una ampia riduzione della sintesi di TNF-α e con un miglioramento 

dello stato infiammatorio. 

Nell'AR le cellule producenti le CA a livello locale potrebbero quindi 

rappresentare un nuovo bersaglio per la terapia farmacologica eventualmente nel 

contesto delle strategie neuroimmunofarmacologiche volte a ripristinare 

l'equilibrio autonomo globale (Koopman et al., 2011). 

Evidenze cliniche indicano la presenza di Treg con un'alterata funzionalità nei 

pazienti affetti da AR. Il principale modello utilizzato per studiare il ruolo delle 

Treg è l'artrite collagene-indotta nei topi DBA/1. La deplezione delle cellule Treg 

da un antigene anti-CD25 14 giorni prima dell'insorgenza clinica dell'artrite 

collagene-indotta aggrava la malattia e amplifica la risposta cellulo-mediata ed 

umorale (Morgan et al., 2003) , mentre il trasferimento adottivo di cellule CD25+ 

è efficace nel trattamento della malattia (Morgan et al., 2005). Inoltre, l'assenza di 
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cellule Treg nei topi K/BXN causa l'isorgenza precoce e più aggressiva dell' AR 

(Nguyen et al., 2007). 

In diversi studi sono state osservate alterazioni a livello del fenotipo e  

funzionalità di tali cellule nel sangue e nel liquido sinoviale. 

Le cellule Treg presenti nel liquido sinoviale di pazienti AR non sono in grado di 

inibire la produzione di IFN-γ e TNF-α da parte delle CD4+, monociti con 

conseguente mantenimento della proliferazione delle cellule T effettrici 

(Ehrenstein et al., 2004; Cao et al., 2004). Inoltre, le cellule T effettrici del liquido 

sinoviale mostrano una sensibilità ridotta verso l'azione soppressione indotta dalle 

Treg, rispetto a quelle presenti nel sangue periferico (van Amelsfort et al., 2004). 

La citochina TNF-α, che è sovraespressa nell'AR, stimola l'espressione del 

recettore di tipo II sulle Treg, diminuendo in tal modo l'espressione di Foxp3 con 

conseguente alterazione della funzionalità T regolatoria (Valencia et al., 2006). 

Il liquido sinoviale contiene grandi quantità di citochine pro-infiammatorie, APC 

e altre cellule reclutate nello stato attivato. Questo ambiente pro-infiammatorio 

può inibire l'attività soppressoria da parte delle cellule Treg. Ad  esempio, l'over-

espressione di molecole co-stimolatorie come HLA-II, CD80, CD86 e CD40 dai 

monociti del liquido sinoviale diminuisce gli effetti soppressivi delle Treg (van 

Amelsfort et al., 2007). Tra le citochine pro-infiammatorie, presenti 

abbondantemente nel liliquido sinoviale, IL-7 può diminuire la sensibilità delle 

cellule T effettrici verso l'azione soppressoria delle cellule Treg. Inoltre IL-2 o la 

costimolazione di CD28 può revertire lo stato anergico delle cellule Treg, 

abolendo la loro funzionalità (Jonuleit et al., 2001). 

I presenti studi supportano l'ipotesi che le cellule Treg hanno un ruolo centrale 

nell'AR, per cui risulta essere imprortante individuare trattamenti mirati che 

agiscano direttamente o indirittamente su tali cellule, al fine di ripristiare un 

equilibrio a livello del sistema infiammatorio e bloccare il processo 

infiammatorio. 
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2 PREMESSE E SCOPI 
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Il sistema immunitario possiede una complessa organizzazione di cellule che 

regolano reciprocamente lo stato funzionale attraverso interazioni mediate da 

fattori solubili e da contatto cellulare. Esso, insieme ai sistemi nervoso ed 

endocrino, costutisce il network neuroimmunologico in cui i mediatori immuni 

possono influenzare il sistema nervoso e i neurotramettitori del sistema nervoso 

sono in grado di modulare la risposta immunitaria (Friedman e Irwin, 1997; 

Elenkov et al., 2000). 

Le CA hanno un ruolo molto importante sia come trasmettitori fra il sistema 

nervoso ed immunitario sia come mediatori autocrini/paracrini nelle cellule 

immuni (Basu e Dasgupta, 2000; Elenkov et al., 2000). 

Studi in vitro e in vivo  hanno mostrato che i linfociti umani possiedono un 

sistema endogeno dopaminergico/adrenergico simile a quello presente nei 

neuroni. In particolare, hanno identificato la dopamina come un diretto 

modulatore della risposta immunitaria (Basu e Desgupta, 2000) e negli ultimi anni 

ne è stata individuata la capacità di modulare la funzionalità dei linfociti. La 

dopamina inibisce la funzionalità delle cellule T regolatorie (Cosentino et al., 

2007), ovvero linfociti di tipo T CD4+CD25+  che modulano le risposte 

immunitarie mediante una soppressione della funzionalità delle cellule T 

CD4+CD25- effettrici permettendo così il controllo dell’omeostasi immunitaria e 

contribuendo al mantenimento della tolleranza immunologia (Sakaguchi et al., 

1995). 

Attualmente si ritiene che la dopamina sia l’unico trasmettitore in grado di indurre 

effetti neuro protettivi attraverso una diminuizione dell’attività soppressiva delle 

cellule Treg così come delle loro proprietà adesive e migratorie, attraverso i 

recettori dopaminergici. 

Nel corso degli ultimi anni, numerosi studi hanno consentito di ipotizzare il 

coinvolgimento di  meccanismi autocrini/paracrini catecolaminergici in patologie 

autoimmuni, infiammatorie (quali la sclerosi multipla e l’artrite reumatoide) 

(Bellinger et al., 1992, Zoukos et al., 1994), neurodegenerative (come il Morbo di 

Parkinson), psichiatriche (quali schizofrenia e depressione) ed in patologie 

complesse causate da alterazioni a livello della trasmissione catecolaminergica.  
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Alla luce di queste scoperte si ipotizza che le CA non agiscano solo come 

neurotrasmettitori dal sistema nervoso a quello immune ma che possano essere 

coinvolte perfino in meccanismi regolatori di tipo paracrino/autocrino fra cellule 

immunocompetenti (Cosentino et al., 2002), contribuendo alla regolazione 

dell’ematopoiesi, alla modulazione della risposta immunitaria, alla proliferazione, 

alla differenziazione, alla migrazione ed al movimento all’interno degli stessi 

organi linfoidi delle cellule immunitarie (Elenkov, 2000; Maestroni, 2000). 

Obiettivo del mio programma di dottorato, nell'ambito della caratterizzazione del 

sistema catecolaminergico nei linfociti umani, è stato quello di caratterizzare il 

traportatore vescicolare delle monoamine (Vesicular MonoAmine Transporter, 

VMAT), isoforme 1 e 2, e di investigare i processi di immagazzinamento e 

liberazione delle CA nelle sottopopolazioni linfocitarie CD4+, CD8+ e Treg, 

caratterizzandoli a livello molecolare, cellulare e farmacologico. 

Una parte del lavoro è stato condotto in collaborazione con il Consorzio M.I.A. 

(Microscopy and Image Analysis), presso la Facoltà di Medicina e Chirurgia 

dell'Università degli Studi di Milano-Bicocca. 

Il progetto è stato ripartito nelle seguenti fasi operative: 

1 – Caratterizzazione dell'espressione genica e proteica di VMAT di tipo 1 e 2 nei 

linfociti umani mediante real time PCR, citofluorimetria, esperimenti di 

immunofluorescenza e analisi al confocale di: (i) espressione di VMAT2 

endogeno; (ii) colocalizzazione VMAT2-dopamina β-idrossilasi endogeni. Le 

analisi sono state effettuate su colture di PBMC, sottopopolazioni linfocitarie 

CD4+, CD8+ e T reg separarte con sorting immunomagnetico. 

2 – Analisi dei processi di rilascio delle CA dai linfociti umani con particolare 

attenzione ad una possibile modulazione da parte di diversi agenti sia fisiologici 

che farmacologici sulla produzione, sull’accumulo e sulla liberazione delle CA 

endogene mediante tecniche cromatografiche di tipo HPLC con rilevazione 

elettrochimica. Abbiamo valutato i livelli intra- ed extracellulari, ed il contenuto 

totale di CA endogene nelle PBMC umane messe in coltura per 48 h, in 

condizioni normali ed in seguito a stimolazione con il mitogeno PHA. Le PBMC 
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sono state trattate per 30 min con ionomicina (IONO), interferon-beta (INF-β) e il 

fattore di crescita tumorale alfa (TNF-α). 

Parte dei risultati di questo studio sono stati oggetto di presentazione in occasione 

del XXI° Congresso Associazione Italiana Neuroimmunologia, tenutosi a 

Pollenzo dal 22 al 25 settembre 2011- 
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3 MATERIALI E METODI 
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3.1 Sostanze utilizzate 

Ficoll-Paque Plus è stato acquistato dalla Pharmacia Biotech (Uppsala, Svezia); 

RPMI 1640 heat-inactivated fetal calf serum (FCS) e penicillina/streptomicina 

sono stati comprati da EurocloneR (Milano, Italia); fitoemoagglutinina (PHA), 

SCH23390 , reserpina, ionomicina, interferone-ß, dopamina, noradrenalina e 

paraformaldeide (PFA) sono stati acquistato da Sigma AldrichR (Italia); anticorpi 

anti-CD3 and anti-CD28 sono stati comprati da Becton Dickinson (Milano, Italia); 

VMAT1 (SLC18A1) and VMAT2 (SLC18A2) sono stati acquistati da Applied 

BiosystemsTM (USA); Dynal CD4 Isolation Positive Kit and Dynal CD8 

Isolation Positive Kit sono stati comprati da Miltenyi BiotecTM (Germania); gli 

anticorpi anti-rabbit VMAT2, anti-DBH e donkey anti-Guinea Pig coniugato con 

488 sono stati comprati dalla Immunological Sciences (Italia); donkey anti-goat 

coiniugato con rodamina è stato acquistato da Rockland (Italia); Toto-3 iodide 

(642/660) è stato comprato dall'Invitrogen (Italia). Gli anticorpi anti-human CD3 

in topo coniugato in Alloficocianina (APC) (CD3APC), anti-human CD4 in topo 

coniugato in Ficoeritrina (PE) (CD4PE) e  anti-human CD8 in topo comiugato con 

Ficoeritrina e cianina 7 (PE-Cy7) (CD8PE-Cy7) sono stati comprati da Becton, 

Dickinson (Milano, Italia); il kit FIX&PERM è stato acquistato da Società Italiana 

Chimici (Roma, Italia); gli anticorpi IgG anti-rabbit in capra legato al 

Fluorocromo Isotiocianato di Fluorescina (FITC), anti-human in topo CD4 

coniugato in FITC e anti-human in topo CD25 legato al fluorocromo Ficoeritrina 

(PE) sono stati acquistati da Caltag Laboratories (Burlingame, CA, USA). Gli 

anticorpi monoclonali umani anti-CD3 e anti-CD28 sono stati acquistati da 

Becton Dickinson Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA). 

3.2 Separazione e purificazione delle cellule PBMC 

Le PBMC sono state ottenute da buffy coat di sangue venoso periferico 

proveniente dal Servizio di Immunoematologia dell’Ospedale di Circolo di 

Varese. Ogni campione di sangue è stato diluito con PBS 1:1,  stratificato su 

Ficoll-Paque Plus e centrifugato a 400 rcf per 40 minuti (min) a 23°C.  Durante la 

centrifugazione la differente densità ha portato alla formazione di strati contenenti 
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diversi tipi cellulari: sul fondo della provetta gli eritrociti, completamente 

aggregati grazie al Ficoll-Paque Plus, ed i granulociti che, per effetto osmotico 

della soluzione di Ficoll-Paque Plus, hanno raggiunto una densità sufficiente per 

migrare attraverso lo strato di Ficoll-Paque Plus. Per la loro bassa densità, invece, 

i linfociti si trovavano nell’interfaccia tra fase organica (Ficoll-Paque Plus) ed 

acquosa, creando una banda opalescente assieme ad altre particelle a lenta 

sedimentazione, quali monociti e alcune piastrine; nella fase organica sovrastante, 

infine, si trovava la maggior parte delle piastrine. Le PBMC, recuperate 

delicatamente dalla banda opalescente con una pipetta Pasteur, hanno subito un 

lavaggio in PBS 1X seguito da centrifugazione a 300 rcf a 23°C per 10 min. In 

presenza di eritrociti nel pellet, si procede alla lisi risospendendolo accuratamente 

con la soluzione lisante (rapporto pellet:lisante circa 1:20). Si effettua un lavaggio 

in PBS 1X. Al termine della centrifugazione, le PBMC sono messe in incubazione 

con la soluzione di Türk e poste in una camera di Bürker per la conta cellulare. Le 

cellule così separate sono divenute pronte per la coltura. 

La sospensione di PBMC così ottenuta conteneva tipicamente circa l’80% di 

linfociti e il 16% di monociti. 

3.3 Separazione e purificazione immunomagnetica delle cellule T CD4
+
 

La separazione immunomagnetica positiva delle cellule CD4+ è stata fatta 

mediante l’utilizzo del kit Dynal CD4
 
Positive Isolation (Invitrogen, Italia). Le 

PBMC sono state risospese alla concentrazione di 1x107 cellule/ml in buffer1 

(PBS/BSA: NaCl [8,4 g/l], Na2HPO4 [1,42 g/l], NaH2PO4 [0,27 g/l], BSA [1 g/l]; 

EDTA 2mM [0,74 g/l]) alle quali sono state aggiunte 25 µl di biglie coniugate con 

un anticorpo monoclonale primario specifico per gli antigeni di membrana 

prevalentemente espressi sulle cellule T umane. Dopo un’incubazione di 20 min a 

4°C con rotazione, la provetta è stata inserita nel separatore magnetico e il 

surnatante è stato eliminato poiché le cellule CD4+ si trovavano legate alle biglie. 

Per staccare le cellule CD4+ dalle biglie sono stati aggiunti a 1x107 cellule 100 µl 

di buffer2 (RPMI 1640 con 1% di FBS) e 10 µl di soluzione contenente anticorpi 

policlonali anti-Fab specifici per l’anticorpo CD4, in grado di idrolizzare il 

legame biglia-cellula. Dopo un’incubazione di 45 min in rotazione a temperatura 
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ambiente la provetta è stata inserita nel separatore magnetico per recuperare il 

surnatante contenente le cellule CD4+, così pronte per la conta cellulare. 

3.4 Separazione e purificazione immunomagnetica delle cellule T CD8
+
 

La separazione immunomagnetica positiva delle cellule CD8+ è stata fatta 

mediante l’utilizzo del kit Dynal CD4
 
Positive Isolation (Invitrogen, Italia). Le 

PBMC sono state risospese alla concentrazione di 1x107 cellule/ml in buffer1 

(PBS/BSA: NaCl [8,4 g/l], Na2HPO4 [1,42 g/l], NaH2PO4 [0,27 g/l], BSA [1 g/l]; 

EDTA 2mM [0,74 g/l]) alle quali sono state aggiunte 25 µl di biglie coniugate con 

un anticorpo monoclonale primario specifico per gli antigeni di membrana 

prevalentemente espressi sulle cellule T umane. Dopo un’incubazione di 20 min a 

4°C con rotazione, la provetta è stata inserita nel separatore magnetico e il 

surnatante è stato eliminato poiché le cellule CD8+ si trovavano legate alle biglie. 

Per staccare le cellule CD8+ dalle biglie sono stati aggiunti a 1x107 cellule 100 µl 

di buffer2 (RPMI 1640 con 1% di FBS) e 10 µl di soluzione contenente anticorpi 

policlonali anti-Fab specifici per l’anticorpo CD8, in grado di idrolizzare il 

legame biglia-cellula. Dopo un’incubazione di 45 min in rotazione a temperatura 

ambiente la provetta è stata inserita nel separatore magnetico per recuperare il 

surnatante contenente le cellule CD8+, così pronte per la conta cellulare. 

3.5 Separazione e purificazione immunomagnetica delle cellule CD4
+
CD25

+
 

Treg 

Le cellule Treg sono state purificate dalle PBMC ottenute da sangue venoso 

periferico di donatori sani, mediante sl’utilizzo del CD4
+
CD25

+
 Regulatory T 

Cell Isolation Kit (Miltenyi, Italy). 

Il campione cellulare (PBMC) viene centrifugato a 300 g per 5 min, il pellet 

risospeso in 90 µl di Buffer (PBS 1X / BSA 0,5% / EDTA 2 mM) ogni 107 cellule 

a cui vengono aggiunti 10 µl di Biotin Antibody Cocktail ogni 107 cellule; si tratta 

di una miscela di anticorpi biotinilati specifici per i recettori che caratterizzano le 

popolazioni cellulari che devono essere eliminate (CD8, CD14, CD16, CD19, 

CD36, CD56, CD123, TCR-g/d, CD235a). Il campione viene quindi incubato per 
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10 min a 4°C. Vengono poi aggiunti 20 µl di Anti Biotin MicroBeads ogni 107 

cellule (biglie magnetiche che legano i residui di biotina legati agli anticorpi) e si 

effettua 

un’incubazione di 15 min a 4°C, dopodiché il campione viene portato a volume 

con il Buffer e centrifugato a 300 g per 10 min. Nel frattempo viene posizionata la 

colonna LD Midi Max sull’apposito supporto magnetico e viene idratata con 2 ml 

di Buffer. Quindi sotto la colonna viene posta una nuova provetta da 15 ml, il 

pellet contenente le PBMC viene risospeso in 500 µl di Buffer ogni 108 cellule e 

caricato in colonna. Quando il campione viene eluito vengono effettuati 3 lavaggi 

successivi con 3 ml di Buffer l’uno. Nella provetta posta sotto la colonna vengono 

così raccolte le cellule che non vengono trattenute (CD4+) perché non legate alle 

biglie magnetiche coniugate con gli anticorpi. La provetta contenente le CD4+ 

viene centrifugata a 300 g per 5 min ed il pellet risospeso in 90 µl di Buffer ogni 

107 cellule (sempre facendo riferimento alla quantità iniziale di PBMC). 

Vengono aggiunti 10 µl di CD25 MicroBeads ogni 107 cellule (biglie magnetiche 

coniugate all’anticorpo anti CD25), le quali si legheranno alle cellule che 

esprimono l’antigene di superficie corrispondente, per cui alla fine all’interno 

della colonna verranno trattenute le Treg (CD4+CD25+), mentre le Teff 

(CD4+CD25-) verranno eluite. Il campione viene incubato per 15 min a 4°C, 

portato a volume con il Buffer e centrifugato a 300 g per 10 min. Nel frattempo 

viene preparata la colonna MS Mini Max idratandola con1 ml di Buffer. Il pellet 

viene risospeso in 500 µl di Buffer ogni 108 cellule e caricato in colonna dopo 

avervi posto sotto una nuova provetta da 15 ml; vengono quindi effettuati 3 

successivi lavaggi con 2 ml di Buffer ciascuno. Al termine dell’eluizione la 

colonna viene trasferita in una nuova provetta da 15 ml, viene aggiunto 1 ml di 

Buffer e mediante l’apposito stantuffo viene esercitata un pressione meccanica per 

rompere i legami antigene-anticorpo e recuperare le cellule trattenute in essa 

(CD4+CD25+). A questo punto si ottengono 2 provette contenenti rispettivamente 

le Treg in un volume di 1 ml di Buffer e le Teff in circa 6-7 ml di Buffer, queste 

ultime vengono portate ad un volume noto (10 ml) e viene effettuata la conta di 

entrambi i campioni. 
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3.6 Colture cellulari 

Le cellule sono state risospese ad una concentrazione finale di 1x106 cellule/ml in 

terreno di coltura RPMI 1640 arricchito con il 10% di FBS, L-glutammina (2 

mM) e penicillina/streptomicina (10 U/ml). Le cellule sono state quindi poste in 

coltura in piastre da 6/24/96 pozzetti (Celbio, Pero, MI, Italia) ed incubate ad una 

temperatura di 37°C in atmosfera umida al 5% di CO2, in presenza o in assenza di 

mitogeni (PHA [10 µg/ml] o antiCD3/CD28 [0.5 µg/ml]), per una durata di 

trattamento di 24/48/72 ore. 

Sia la concentrazione che il tempo di incubazione della PHA sono stati scelti sulla 

base dei risultati di precedenti esperimenti (Cosentino et al., 2002a) in quanto in 

grado di indurre il massimo aumento di produzione di CA endogene nelle PBMC. 

Mentre per quanto riguarda gli anticorpi monoclonali anti-CD3 e anti-CD28 la 

concentrazione ed il periodo di incubazione sono stati ottimizzati sulla base di 

alcuni parametri funzionali cellulari come vitalità e proliferazione. 

I diversi agenti farmacologici ionomicina (5 uM), interferon-β (700U/ml) e tumor 

necrosis factor-α (20 ng/ml) sono stati aggiunti 30 min prima del termine della 

coltura.  

Nella co-coltura Treg-Teff sono stati utilizzati le seguenti sostanze: reserpina 1 

µM, IFN- β (1000 U/ml), dopamina (1 uM), aggiunti immediatamente all’inizio 

della coltura di 48h in alcuni esperimenti, da soli o in presenza di agonisti ed 

antagonisti dopaminergici. 

3.7 Isolamento dell’mRNA totale 

L’mRNA totale è stato estratto dalle PBMC servendosi del PerfectPureTM RNA 

Cell & Tissue (5PRIME, GmbH) (Eppendorf, Germania), che utilizza una 

soluzione caotropica di guanidino isotiocianato per la lisi delle cellule e la rapida 

inattivazione delle RNAsi cellulari. Dopo una centrifugazione a 12000g per 5 min 

si è trasferito il surnatante in una nuova provetta e si sono aggiunti 350 l di 

etanolo al 70% per favorire la precipitazione degli acidi nucleici. La matrice della 

colonna ha legato l’mRNA utilizzando un poliT, mentre i contaminanti sono stati 

eliminati grazie ad una serie di lavaggi seguiti da centrifugazioni di pochi secondi 
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che hanno garantito un grado di purezza adeguato. L’eluizione finale è stata 

compiuta con una soluzione 0.1% di dietilpirocarbonato (acqua DEPC) priva di 

RNAsi per evitare la digestione dell’RNA. Dopo un’incubazione a 50°C per 5 min 

e una centrifugazione a 12000g per 2 min i campioni così ottenuti sono stati 

conservati a –80°C. 

L’mRNA estratto così estratto è stato quantificato mediante analisi 

spettrofotometrica alla lunghezza d’onda di 260 nm. La purezza è stata valutata 

mediante il calcolo del rapporto delle assorbanza a 260/280 nm. Sono stati 

considerati adatti alla amplificazione i campioni con un rapporto superiore a 1.7. 

3.8 Analisi mediante Real Time-PCR dell’mRNA di VMAT1 e VMAT2 

L’mRNA totale è stato retrotrascritto utilizzando il prodotto commerciale High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied BiosystemTM, Foster City, 

USA). In breve, sono stati aggiunti a 25 ml di ciascun campione 25 ml della 

miscela così composta (Master-mix solution): 5 ml RT Buffer; 2 ml Miscela di 

deossinucleotidi trifosfati; 5 ml Random Primers (oligo dT); 10,5 ml Rnase-free 

H2O; 2,5 ml Trascrittasi inversa (Multi Scribe RT). 

I campioni così trattati sono stati quindi incubati in un termociclatore (Modello 

Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer Instruments, Bridgeport, CT, USA) 

nelle seguenti condizioni: un ciclo di 10 min a 25°C; un ciclo di 2 ore a 37°C; un 

ciclo di 5 sec a 4°C; un ciclo ∞ a 8°C. Il cDNA a singolo filamento, così 

preparato, è stato quantificato, mediante analisi spettrofotometrica alla lunghezza 

d’onda di 260nm, ed infine conservato a -80°C fino al suo utilizzo. 

La Real Time PCR è stata effettuata con un termociclatore Modello ABI Prism 

7000 (Applied Biosystem, Foster City, CA) usando l’Assay sul kit per VMAT1, 

VMAT2 (Applied Biosystems, Foster City, USA). La reazione è stata allestita in 

una piastra da 96 pozzetti aggiungendo in ogni pozzetto: 12,5 ml di UMM–

Universal Master Mix (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA); 1,25 ml di 

Primer/Probe Reagents per l’housekeeping gene, 1,25 ml di Primer/Probe 

Reagents per il gene di interesse (VMAT1 e VMAT2) e 10 ml di campione di 

cDNA. La piastra è stata centrifugata per evitare che parte dei reagenti 
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rimanessero sulle pareti compromettendo i risultati e in seguito è stata posta 

all’interno del termociclatore dove ha avuto inizio la serie di cicli riportata in 

breve: due cicli iniziali di cui uno a 50°C per 2 min e l’altro a 95°C per 10 min per 

attivare la DNA polimerasi, e in seguito 40 cicli costituiti da: 15 min a 95°C per la 

denaturazione e 1 min a 60°C per l’annealing e l’estensione. 

Mediante il programma ABI Prism SDS (Applied Biosystems, Foster City, USA) 

si valuta i valori del ciclo di amplificazione soglia (Cycle Threshold, CT). 

L’housekeeping gene è utilizzato come controllo in quanto espresso in modo 

costante nei linfociti. I risultati sono stati poi normalizzati in relazione ai valori di 

CT dell’ housekeeping gene (in questo caso l’RNA ribosomale della subunità 18s) 

utilizzando la formula 2– (CT campione - CT housekeeping gene) (2– ∆CT). 

3.9 Valutazione citofluorimentrica della % di positività delle cellule T CD4
+
 

e CD8
+
 a VMAT2 

Le cellule sono state oggetto di un test di immunofluorescenza indiretto, mediante 

l’utilizzo di anticorpi anti-human per CD3-APC, CD4-PE, CD8-PECy7 e 

VMAT2. Brevemente, l’analisi citofluorimetrica è stata effettuata su PBMC messi 

in coltura in condizioni di riposo e attivati con gli stimoli PHA e anti-CD3/CD28. 

Il campione è stato incubato con 20 µl di anticorpo anti-human CD3-APC e CD4-

PE o con 20 µl di anticorpo anti-human CD3-APC e 5 ul di CD8-PECy7 per 15 

min a temperatura ambiente ed al buio. Sono stati aggiunti 1 ml di PBS 1X. 

Successivamente il campione è stato centrifugato a 250g per 5 min e risospeso con 

50 ul di PBS 1X. Sono stati aggiunti 100 ul di FIX per 15 min a temperatura 

ambiente ed al buio. Il campione è stato lavato con 3 ml di PBS e in seguito 

centrifugato. Il pellet è stato risospeso con 100 ul di PERM e sono stati aggiunti 4 

ul di anticorpo anti VMAT2 (1:2500) per 30 min a temperatura ambiente ed al 

buio. Il campione, lavato con 3 ml di PBS e centrifugato, è stato trattato con 100 

ul di PERM e con FITC-GAR (1:400) di anticorpo secondario per 30 min a 

temperatua ambiente ed al buio. Dopo il lavaggio con 3 ml di PBS 1 X e 

successiva centrifugazione a 250g per 5 min, il pellet è stato risospeso in 300 ul di 

soluzione PBS 1X pronto così per la lettura al citometro. 
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L’analisi citofluorimetrica è stata effettuata mediante l’utilizzo di un 

citofluorimetro (Modello BD FACSCAsnto II), e per ogni campione sono state 

analizzate un minimo di 2x104 cellule. Come mostrato in figura 3, la strategia 

adottatata comprende l'identificazione dei linfociti totali mediante analisi 

moforlogica, utilizzando i parametri di Forward scatter (FSC, cioè la luce diffusa 

frontalmente dalla cellula quando questa viene illuminata dal raggio laser) e Side 

scatter (SSC, cioè la luce diffusa perpendicolarmente quando la cellula viene 

illuminata dal raggio laser). Definito il gate dei linfociti totali, successivamente 

sono stati individuati i linfociti CD3+ plottando il parametro morfologico (FSC) 

con la fluorescenza per il CD3+ coniugato in APC. Dai linfociti CD3+ sono stati 

identificati i linfociti CD4+ e CD8+, plottando rispettivamente il parametro 

morfologico (FSC) con la fluorescenza per il CD4+ coniugato in PE e per il CD8+ 

coniugato in PE. Successivamente è stata valutata la positività dei linfociti di 

interesse per VMAT2 mediante un istogramma di fluorescenza dove il cursore è 

stato posto nel punto che delinea il confine tra zona negativa e zona positiva 

rispetto al controllo negativo. 

 

 

Fig. 3.9.1 Analisi citofluorimetrica di VMAT2 su linfcociti CD4+ e CD8+. I dati sono stati 

analizzati con il software BD FACSDiva software (version 6.1.3) e espressi come media ± SD 

della percentuale di cellule positive per VMAT2  

(%) per ogni sottopopolazione di interesse e della densità recettoriale di VMAT2 sulle cellule 

positive (mean channel fluorescence intensity (MFI). 

Linfociti resting Linfociti attivati 
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3.10 Adesione delle PBMC a vetrini polilisinati 

I vetrini sterili di diametro 25 mm (Tiesselab, Milano, Italia) sono stati posti in 

piastre da 6 pozzetti (Celbio, Pero, MI, Italia). La Poli-L-lisina, a concentrazione 

0.1 mg/mL, è stata posta sui vetrini per 10 min a temperatura ambiente. I vetrini 

polilisinati sono stati lavati con acqua sterile e asciugati in stufa ventilata per 30 

min. circa. 1x106 cellule/0.5 mL sono state poste sul vetrino polisinato ed incubate 

ad una temperatura di 37°C in atmosfera umida al 5% di CO2 per 1 h. 

3.11 Immunocitochimica 

Le cellule di interesse sono, fissate in paraformaldeide al 4% in PBS, sono state 

depositate su vetrini rivestiti di gelatina e lasciate seccare over nigth (o.n). 

I vetrini reidratati in PBS sono stati trattati brevemente con Glicina 0.1M in PBS 

(pH 7.4) e con un buffer costituito da 0.3% Triton X-100. 

I vetrini sono stati incubati o.n. a 4°C con anticorpi primari: Guinea Pig anti-

VMAT2 (1:50) e goat anti-DBH (1:30), lavati e successivamente incubati a 

temperatura ambiente. Per 1 ora con anticorpi secondari: 488-conjugated donkey 

anti-Guinea Pig (1:100) e rhodamine-conjugated donkey anti-goat (1:100). 

Per la marcatura del nucleo i vetrini sono stati trattati con Toto-3 iodide (642/660) 

(1:400) per 10 min a temperatura ambiente. 

Dopo un lavaggio finale, i vetrini sono stati montati con glicerolo al 95% in PBS 

ed osservati al microscopio confocale Radiance 2100 (Biorad Laboratories, 

Hercules CA) equipaggiato con un Laser Kripon/Argon e un red laser diode,  

mediante l’utilizzo di un obiettivo 60X e uno zoom 3,5X. 

3.12 Identificazione e dosaggio delle CA mediante HPLC-ED 

Al termine del periodo di coltura, le cellule sono state centrifugate per 5 min a 

1400 rcf a 23°C per separarle dal medium di coltura. 

Per la determinazione delle CA contenute nel medium è stato aggiunto HClO4 0,4 

N (1:1 vol/vol), i campioni così composti sono stati centrifugati per 30 min a 

30000 rcf a 20°C per far precipitare le proteine sieriche. Per la determinazione 
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delle CA intracellulari, il pellet è stato risospeso coni HClO4 0,1 N, sottoposto a 

sonicazione per 1 min, al fine di lisare la membrana cellulare e liberare le CA 

contenute, la sospensione è stata infine centrifugata per 30 min a 30000 rcf a 

20°C. 

Dopo centrifugazione ogni campione è stato filtrato (Millex-HV13, 0,45 µm; 

Millipore, Bedford, MA) e 50 µl di ciascuno è stato iniettato nel sistema 

cromatografico HPLC-ED  per il dosaggio delle CA. 

Dopo centrifugazione ogni campione è stato filtrato (Millex-HV13, 0,45 µm; 

Millipore, Bedford, MA) e quindi iniettato nel sistema cromatografico HPLC-ED 

(High Performance Liquid Chromatography with Electrochemical Detection) per 

il dosaggio delle CA. 

Il sistema HPLC consiste in una pompa a due pistoni (modello LC-10ADVP, 

Shimadzu, Kyoto, Giappone), una colonna analitica a fase inversa a scambio 

ionico Beckman ultrasphere IP C18-5 µm provvista di una pre-colonna ultrasphere 

IP C18 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), un autocampionatore (Modello 

HT300L, HTA, Brescia, Italia), un detector elettrochimico (Modello 5600A 

CoulArray, ESA, Chelsford, MA, USA) con una cella analitica coulometrica 

impostata a quattro potenziali differenti (Modello 6210, ESA). 

Il potenziale del primo canale è stato impostato a +150 mV, il secondo a +250 

mV, il terzo a +300 mV ed il quarto a –200 mV. I cromatogrammi sono stati 

acquisiti, elaborati e processati mediante un sistema computerizzato (Modello 

CoulArrayWin Versione 1.04, ESA). 

La fase mobile è costituita da H2O filtrata/acetonitrile (90.7:9.3 v/v), NaEDTA 

0,6264 mM, KH2PO4 0,349 mM e octansolfonato sodico 0,6264 mM. Il pH della 

soluzione è stato misurato e fissato ad un valore di 3.20 utilizzando H3PO4 puro; la 

fase mobile viene poi filtrata (Filtri Millipore 0.45 µm), e successivamente fatta 

ricircolare attraverso il sistema ad un flusso costante di 0.8 ml/min. Ogni 

campione è stato iniettato direttamente nel sistema HPLC. Il volume di iniezione 

era pari a 50 µl. Il limite di rilevabilità del sistema cromatografico in tali 

condizioni era di fmoli per ogni campione analizzato. Il sistema permette il 
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dosaggio di alcune molecole di interesse biologico e farmacologico, fra cui DA, 

NE e E, ed i loro principali metaboliti. 

La quantità di CA è stata calcolata utilizzando una curva di calibrazione costruita 

a partire dai valori delle aree dei picchi cromatografici ottenuti dall’analisi di 

campioni contenenti le CA in concentrazioni note (3.0 fmol – 2,4 pmol). Nel caso 

delle CA intracellulari, i valori dei campioni sono stati espressi in pmol/mg di 

proteine. 

3.13 Analisi statistica dei dati 

I risultati sono stati espressi come Media ± Deviazione Standard (DS) di ogni 

gruppo sperimentale. La significatività statistica delle differenze tra i gruppi è 

stata calcolata mediante il test del t di Student. L'analisi delle relazioni 

concentrazione-risposta è stata effettuata mediante un programma per computer 

disponibile in commercio (GraphPad Prism versione 5.00 per Windows, 

GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com. 
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4 RISULTATI 
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4.1 Espressione genica di VMAT1 e VMAT2 nelle PBMC umane 

Per valutare l'espressione genica di VMAT1 sono stati condotti n = 3 esperimenti 

sulle PBMC messe in coltura a riposo e stimolate con la fitoemagglutinina (PHA) 

(10 µg/ml), mitogeno policlonale che mima l'attivazione fisiologica dei linfociti 

che si verifica dopo la presentazione dell’antigene, e con gli anticorpi anti-

CD3/anti-CD28 per 24, 48 e 72 ore. Lo strumento non ha rilevato alcun segnale 

prodotto dall'amplificazione di VMAT1 all'interno dell’intervallo stabilito sulla 

base delle prove di linearità effettuate per questa sonda, sia nelle PBMC stimolate 

che in quelle non sottoposte a trattamento. 

Per quanto riguarda il trascritto genico di VMAT2 sono stati effettuati n = 7 

esperimenti che hanno evidenziato, invece, la presenza del segnale dell’mRNA di 

tale isoforma del  trasportatore. 

In presenza degli stimoli PHA e anticorpi anti-CD3/anti-CD28 l'espressione 

dell’mRNA di VMAT2 nelle PBMC risulta aumentata dalle 3 alle 5 volte sotto 

stimolo a 24 e 48 ore, se comparata ai rispettivi controlli (“resting”). 

La valutazione dell’espressione genica di VMAT2 (ciclo soglia, Ct1) è stata 

ottenuta dai valori di Ct, normalizzati sulla base del valore del RNA ribosomiale 

18S (Ct2) e espressi come 2-∆Ct per ciascun gene in ogni campione. I dati ottenuti 

con questa metodica sono stati espressi come media ± DS e ne è stata valutata la 

significatività statistica (Tab. 4.1, Fig. 4.1). 
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Tempo PBMC Resting PBMC+PHA 
PBMC+Anticorpi anti-

CD3/anti-CD28 

0 h 9,85x10-9 ± 4,96x10-9   

24 h 1,53x10-8 ± 1,07x10-8 
3,89x10-8 ± 3,23x10-8 3,35x10-8 ± 1,88x10-8 

p = 0.044 p = 0.004 

48 h 2,67x10-8 ± 2,62x10-8 
1,01x10-7 ± 6,05x10-8 1,39x10-7 ± 1,11x10-7 

p = 0.009 p = 0.011 

72 h 1,97x10-8 ± 9,54x10-9 
5,72x10-8 ± 4,73x10-8 5,47x10-8 ± 9,41x10-8 

p = 0.081 p = 0.173 

Tabella 4.1. La tabella mostra la media dei valori ricavati dai dati di Real-time PCR di n = 7 esperimenti 

condotti, affiancata dalla DS. Inoltre, è stato stimato il valore di p mediante Student's t-test per dati 

appaiati. 

 

 

Figura 4.1. Analisi dell'espressione dell’mRNA di VMAT2 nelle PBMC umane in Real-time 

PCR I grafici mostrano i dati relativi a n = 7 esperimenti condotti per valutare l'espressione genica 

di VMAT2. Le colonne indicano il valore medio ottenuto, mentre le barre rappresentano la DS 

calcolata. Nel pannello A sono riportati i valori assoluti dell’espressione genica di VMAT2, 

mentre nel pannello B il grafico riporta i valori di espressione in rapporto ai valori ottenuti nelle 

preparazioni di controllo (“resting”) al medesimo intervallo di tempo. * = p˂0.05; ** = p˂0.01 vs i 

rispettivi controlli (“resting”) mediante Student's t-test per dati appaiati. 
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4.2 Espressione genica di VMAT2 nelle sottopopolazione linfocitarie CD4
+
 e 

CD8
+
 

Per valutare l'espressione genica di VMAT2 sono stati condotti n = 4 esperimenti 

sui linfociti CD4+ e CD8+ altamenti purificati da colture di PBMC. In presenza 

dello stimolo PHA l'espressione dell’mRNA di VMAT2 nelle cellule CD4+ risulta 

aumentata di 11 volte sotto stimolo a 48 ore, se comparata ai rispettivi controlli. 

Nei linfociti CD8+ il mitogeno PHA induce un'aumento del gene VMAT2 di circa 

23 volte a 48 ore rispetto ai relativi controlli. 

La valutazione dell’espressione genica di VMAT2 (ciclo soglia, Ct1) è stata 

ottenuta dai valori di Ct, normalizzati sulla base del valore del RNA ribosomiale 

18S (Ct2) e espressi come 2-∆Ct per ciascun gene in ogni campione. I dati ottenuti 

con questa metodica sono stati espressi come media ± DS e ne è stata valutata la 

significatività statistica (Tab. 4.2, Fig. 4.2). 

 

CD4+ CD8+ 

resting PHA resting PHA 

1,44x10-8  

± 5,37x10-9 

1,59x10-7 

± 4,92x10-8 
9,63x10-9  

± 2,56x10-9 

2,24x10-7  

± 1,01x10-7 

 p = 0,004  p = 0,01 

Tabella 4.2. La tabella mostra la media dei valori ricavati dai dati di Real-time PCR di n = 4 

esperimenti condotti, affiancata dalla DS. Inoltre, è stato stimato il valore di p mediante Student's t-

test per dati appaiati. 
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Figura 4.2. Analisi dell'espressione dell’mRNA di VMAT2 nei linfociti CD4+ e CD8+ I grafici 

mostrano i dati relativi a n = 4 esperimenti condotti per valutare l'espressione genica di VMAT2. 

Le colonne indicano il valore medio ottenuto, mentre le barre rappresentano la DS calcolata. Nei 

pannelli A e C sono riportati i valori assoluti dell’espressione genica di VMAT2 rispettivamente 

nei linfociti CD4+ e CD8+.  Nei pannelli B e D il grafico riporta i valori di espressione in rapporto 

ai valori ottenuti nelle preparazioni di controllo (“resting”) al medesimo intervallo di tempo 

rispettivamente nei linfociti CD4+ e CD8+. * = p<0.05; ** = p<0.005 vs i rispettivi controlli 

(“resting”) mediante Student's t-test per dati appaiati. 

4.3 Espressione proteica di VMAT2 nella sottopopolazione linfocitaria CD4
+
 

Per valutare l'espressione proteica di VMAT2 sono stati condotti n = 6 esperimenti 

sulle PBMC messe in coltura a riposo e stimolate con PHA e anticorpi anti-

CD3/anti-CD28 per 48 e 72 ore. L'analisi citofluorimetrica ha rilevato che la 

percentuale di cellule CD3+CD4+ positive a VMAT2 nei linfociti isolati a T0 

risulta essere pari in media a 5,81 ± 3,48. Entrambi gli stimoli, PHA e anticorpi 

anti-CD3/anti-CD28, inducono un aumento significativo della percentuale di 

cellule CD3+CD4+ positive a VMAT2. L'aumento osservato con PHA è intorno a 

55,04 ± 4,9 con PHA (48 ore) e a 50,64 ± 18,37 (72 ore). Con il trattamento 

anticorpi anti-CD3/anti-CD28 si osserva un aumento pari a 50,97 ± 24,49 (48 ore) 

e a 55,67 ± 19,62 (72 ore) (Fig. 4.3). 
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L'analisi citofluorimetrica mostra, oltre ad un aumento significativo della 

percentuale di CD3+CD4+ positive a VMAT2, anche un aumento dell'MFI. L'MFI 

a T0 risulta essere pari in media a 250,00 ± 31,86. Esso aumenta in seguito al 

trattamento sia con PHA sia con gli anticorpi anti-CD3/anti-CD28 rispetto ai 

relativi controlli. L'aumento risulata essere pari a 533,80 ± 83,14 (48 ore) e a 

544,8 ± 141,08 (72 ore) con PHA e a 484,7 ± 13,28 (48 ore) e a 451,3 ± 136,1 (72 

ore) con anticorpi anti-CD3/anti-CD28 (Fig. 4.3).  

 

 

Figura 4.3. Analisi dell'espressione di VMAT2 nelle sottopopolazioni linfocitarie CD4+ 

medinate citofluorimetria  

I grafici mostrano i dati relativi a n = 6 esperimenti per le CD4+ condotti per valutare l'espressione 

della proteina VMAT2. Le colonne indicano il valore medio ottenuto, mentre le barre 

rappresentano la DS calcolata. I panneli A e B rappresentano la percentuale di CD4+ positive a 
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VMAT2. I pannelli C e D rappresentano l'MFI. Nei pannello A e C sono riportati i valori assoluti, 

mentre nei pannelli B e D i grafici riportano i valori in rapporto a quelli ottenuti nelle preparazioni 

di controllo (“resting”) al medesimo intervallo di tempo. * = p<0.01 vs i rispettivi controlli 

(“resting”) mediante Student's t-test per dati appaiati. 

4.4 Espressione proteica di VMAT2 endogeno nella sottopopolazione 

linfocitaria CD8
+
 

L'analisi dell'espressione proteica di VMAT2 è stata eseguita su n = 6 esperimenti. 

Le PBMC sono state messe in coltura a riposo e stimolate con PHA e anticorpi 

anti-CD3/anti-CD28 per 48 e 72 ore. L'analisi citofluorimetrica ha rilevato che la 

percentuale di cellule CD3+CD8+ positive a VMAT2 nei linfociti isolati a T0 

risulta essere pari in media a 8,41 ± 4,67. Entrambi gli stimoli, PHA e anticorpi 

anti-CD3/anti-CD28, inducono un aumento significativo della percentuale di 

cellule CD3+CD8+ positive a VMAT2. L'aumento osservato con PHA è intorno a 

48,2 ± 4,3 con PHA (48 ore) e a 46,90 ± 9,20 (72 ore). Con il trattamento 

anticorpi anti-CD3/anti-CD28 si osserva un aumento pari a 48,23 ± 20,76 (48 ore) 

e a 53,77 ± 20,81 (72 ore) (Fig. 4.4). 

L'analisi citofluorimetrica mostra anche un aumento dell'MFI. L'MFI a T0 risulta 

essere pari in media a 286,29 ± 42,89. Esso aumenta significativamente in seguito 

al trattamento sia con PHA sia con gli anticorpi anti-CD3/anti-CD28 rispetto ai 

relativi controlli. 

L'aumento risulata essere pari a 543,20 ± 73,89 (48 ore) e a 549,20 ± 97,24 (72 

ore) con PHA e a 635,70 ± 40,99 (48 ore) e a 580,00 ± 145,60 (72 ore) con 

anticorpi anti-CD3/anti-CD28 (Fig. 4.4).  
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Figura 4.4. Analisi dell'espressione di VMAT2 nelle sottopopolazioni linfocitarie CD8+ 

medinate citofluorimetria  

I grafici mostrano i dati relativi a n = 6 esperimenti per le CD8+ condotti per valutare l'espressione 

della proteina VMAT2. Le colonne indicano il valore medio ottenuto, mentre le barre 

rappresentano la DS calcolata. I panneli A e B rappresentano la percentuale di CD8+ positive a 

VMAT2. I pannelli C e D rappresentano l'MFI. Nei pannello A e C sono riportati i valori assoluti, 

mentre nei pannelli B e D i grafici riportano i valori in rapporto a quelli ottenuti nelle preparazioni 

di controllo (“resting”) al medesimo intervallo di tempo. * = p<0.005 vs i rispettivi controlli 

(“resting”) mediante Student's t-test per dati appaiati. 

4.5 Esperimenti di immunofluorescenza e analisi al confocale 

La caratterizzazione del trasporatore VMAT2 nelle sottopopolazioni linfocitarie 

umane CD4+ e CD8+ è stata effettuata mediante esperimenti di 

immunofluorescenza e analisi al confocale. 
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I linfociti di interesse provenienti da colture di PBMC a riposo e stimolate con  

PHA, sono stati marcati con l'anticorpo anti-VMAT2 (1:50) e anti-DBH (1:30) 

(Immunological Sciences) e analizzate al microscopio confocale. Le cellule sono 

state acquisite al confocale mediante l’utilizzo di un obiettivo 60X e uno zoom 

3,5X. 

I risultati in Fig. 4.5, mostrano che VMAT2 e DBH sono copresenti nel citoplasma 

nelle sottopopolazioni linfocitarie prese in esame. Il trasposrtatore presenta una 

localizzazione puntiforme mentre l'enzima è più diffuso nel citoplasma. 

 

 

Figura 4.5 Espressione di VMAT2 e DBH nei linfociti CD4+ e CD8+ 

Le immagini al confocale rappresentano i linfociti CD4+ (Pannello A) e CD8+ (Pannello B) 

stimolate con PHA (10 µg/ml) per 48 h e poi marcate con gli anticorpi anti-VMAT2 (A), anti-DBH 

(B) e un marcatore dei nuclei TOTO 3 (D). Le immagini C mostrano l'overlay di VMAT2 e DBH 

nei linfociti di interesse. 
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4.6 Effetti della ionomicina, interferon beta (IFN-β) e tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α) sul rilascio delle CA nelle PBMC umane 

L'analisi sul rilascio delle CA endogne nelle PBMC umane è stata eseguita su n = 

5 esperimenti. 

In accordo con i risultati di precedenti studi (Marino et al., 1999; Cosentino et al., 

2002), in colture di PBMC umane sono misurabili quantità di DA, NA e A 

nell’ordine delle pmol/mg di proteine le quali aumentano significativamente in 

presenza del mitogeno PHA (10 µg/ml) (Tab 4.3). 

L’incubazione con ionomicina (5 µM) e IFN-β (700 UI), 30 min prima del 

termine della coltura, induce una riduzione del contenuto intracellulare di DA, NA 

e A accompagnato da un corrispondente aumento dei livelli extracellulari ( Tab 

4.4, Fig. 4.6). 

 

 PBMC resting 
cellule 

(pmol/mg) 

PBMC + PHA 
cellule 

(pmol/mg) 

p 

DA 0,33±0,47 6,32±2,67 p = 0,004 

NA 1,35±0,63 9,82±3,3 p = 0,001 

A 0,79±0,53 7,27±2,46 p = 0,002 

Tabella 4.3. La tabella mostra la media dei valori ricavati dai dati di HPLC di n = 5 esperimenti 

condotti, affiancata dalla DS. Inoltre, è stato stimato il valore di p mediante Student's t-test per dati 

appaiati. 
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Figura 4.6. Effetti della inomicina (5 µM), IFN-β (700 UI) e TNF-α (20 ng/ml) sul rilascio delle 

CA nelle PBMC. La ionomicina e IFN-β inducono una diminuzione della quantitità di CA a livello 

intracellulalre. 

4.7 Effetti dell'interferon beta (IFN-β) sul rilascio delle CA nella 

sottopopolazione linfocitaria CD4
+
 

Dati preliminari sui linfociti CD4+ altamenti purificati da colture di PBMC 

mostrano che sono misurabili quantità di DA, NA e A nell’ordine delle pmol/mg 

di proteine le quali aumentano in presenza del mitogeno PHA (10 µg/ml) (Tab 

4.5). 

L’incubazione con IFN-β (700 UI), 30 min prima del termine della coltura, induce 

una riduzione del contenuto intracellulare di DA, NA e A accompagnato da un 

corrispondente aumento dei livelli extracellulari (Tab 4.6). 

 

 CD4+ resting 
cellule 

(pmol/mg) 

CD4+ + PHA 
cellule 

(pmol/mg) 

DA 0,26 8,05 

NA 5,58 30,04 

A 0,69 12,23 

Tabella 4.5 La tabella mostra i valori ricavati dai dati di HPLC di n = 1 esperimento condotto. 

DA NA A 
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 CD4+ + PHA 
cellule 

(pmol/mg) 

CD4+ + PHA 
medium 

(pmol/mg) 

CD4+ +PHA 
cellule+medium 

(pmol/mg) 

 Controllo IFN-β Controllo IFN-β Controllo IFN-β 

DA 8,05 n.q. n.q. 8,49 8,05 8,49 

NA 30,04 0,93 8,32 26,3 38,36 27,23 

A 12,23 0,28 1,94 17,03 14,17 17,31 

Tabella 4.6 La tabella mostra i valori ricavati dai dati di HPLC di n = 1 esperimento condotto. n.q, 

valori non quantificabili. 
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L'obiettivo di questo corso di dottorato è stato quello di analizzare specifiche 

strutture fondamentali per il funzionamento e la caratterizzazione dei circuiti 

catecolaminergici. In particolare, ho caratterizzato i sistemi intracellulari e i 

meccanismi molecolari implicati nel processo di assorbimento, stoccaggio e 

rilascio delle CA nei linfociti umani, poiché nelle PBMC umane, oltre alla 

presenza di una sintesi di CA endogene, si evidenzia l’espressione di VMAT1 e 2 

(Watson et al., 1999) anche se le informazioni attuali sulla espressione e sulla 

funzionalità di tali trasportatori in questo tipo di cellule sono piuttosto limitate e 

necessitano di ulteriori indagini. 

Il piano sperimentale ha previsto: (i) l’analisi dell’espressione genica di VMAT1 e 

2; (ii) l’analisi dell’espressione e della localizzazione intracellulare di VMAT2 

endogeno nei linfociti umani totali e nelle sottopopolazioni linfocitarie CD4+, 

CD8+ e Treg; (iii) l'analisi dei processi di rilascio delle CA nei linfociti umani. 

La prima parte del lavoro ha compreso l’analisi dell’espressione genica del 

trasportatore vescicolare delle monoamine di tipo 1 e 2 (VMAT1 e 2) endogeno 

nei linfociti umani.  

Dalle analisi condotte mediante Real-time PCR su preparazioni di cellule 

mononucleate di sangue umano periferico (Peripheral Blood Mononuclear Cells, 

PBMC) in coltura a riposo e stimolate con PHA e anticorpi anti-CD3/anti-CD28 

per 24, 48 e 72 ore, l'espressione genica di VMAT1 risulta essere assente o in ogni 

caso al di sotto dei limiti di rilevazione. Lo strumento, infatti, non ha rilevato 

alcun segnale prodotto dall'amplificazione di VMAT1 all'interno dell'intervallo 

stabilito sulla base delle prove di linearità effettuate per questa sonda. Al 

contrario, il segnale indice della presenza del trascritto del gene di VMAT2 nelle 

PBMC in coltura è stato rilevato in tutte le preparazioni. In presenza degli stimoli 

PHA e anticorpi anti-CD3/anti-CD28 l'espressione dell’mRNA di VMAT2 nelle 

PBMC risulta aumentata dalle 3 alle 5 volte sotto stimolo a 24 e 48 ore, se 

comparata ai rispettivi controlli. 

Sulla base dei risultati ottenuti, l'attenzione si è focalizzata, quindi, su quest'ultima 

isoforma per l'analisi dell'espressione genica e proteica di VMAT2 nelle principali 

sottopopolazioni linfocitarie CD4+ e CD8+ mediante Real-time PCR, analisi 



 

 

74 

 

citofluorimetrica, esperimenti di immunofluorescenza e analisi al microscopio 

confocale. 

L'analisi di Real Time PCR mostra che, in seguito a stimolazione con PHA 

l'espressione di VMAT2   aumenta significativamente in entrambe le 

sottopopolazione linfocitarie di interesse altamente purificate da colture di PBMC. 

L'analisi citofluorimetrica di VMAT2 su preparazione di PBMC in coltura a 

riposo e stimolate con PHA e anticorpi anti-CD3/anti-CD28 per 48 e 72 ore indica 

un aumento significativo dalle 6 alle 9 volte della percentuale di cellule CD4+ 

positive a VMAT2, come anche dell'espressione del trasportatore per cellula di 

circa il doppio. Si è osservato che entrambi gli stimoli inducono un aumento 

significatico della percentuale di cellule CD8+ positive a VMAT2 dalle 52 alle 68 

volte e dell'espressione della proteina di interesse di circa il doppio. 

Gli esperimenti di microscopia su linfociti CD4+ e CD8+ altamente purificati da 

colture di PBMC mostrano che VMAT2 e DBH sono copresenti nel citoplasma. Il 

trasposrtatore presenta una localizzazione puntiforme mentre l'enzima è più 

diffuso nel citoplasma. 

La seconda parte dello studio ha compreso l'analisi dei processi di rilascio delle 

CA endogene con particolare attenzione ad una possibile modulazione da parte di 

diversi agenti sia fisiologici che farmacologici nelle PBMC umane stimolate con 

il mitogeno policlonale PHA. 

In accordo con i risultati di precedenti studi (Marino et al., 1999; Cosentino et al., 

2002), in colture di PBMC umane sono misurabili quantità di DA, NA e A 

nell’ordine delle pmol/mg di proteine le quali aumentano di circa sei volte in 

presenza del mitogeno PHA (10 µg/ml). 

L’incubazione con ionomicina (5 µM) e INF-β (700 UI), 30 min prima del termine 

della coltura, induce una riduzione del contenuto intracellulare di DA, NA e A 

accompagnato da un corrispondente aumento dei livelli extracellulari. 

Dati preliminari su linfociti CD4+ altamenti purificati da colture di PBMC 

indicano quantità misurabili di DA, NA e A nell’ordine delle pmol/mg di proteine 

le quali aumentano in seguito a stimolazione. L'agente fisiologico INF-β (700 UI) 
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induce una diminuzione del contenuto intracellulare di tali CA seguito da un 

relativo aumento dei livelli extracellulari. 

Questi dati supportano la presenza, oltre di un sistema di sintesi delle CA, anche 

di un meccanismo di immagazzinamento e rilascio delle CA endogene che può 

essere influenzato da diversi agenti fisiologici e/o farmacologici. 

Studi condotti negli anni '90 sui ratti e sui bovini hanno rilevato l'esistenza di due 

isoforme della proteina trasportatrice: VMAT1 (SLC18A1) e VMAT2 

(SLC18A2) con identità di circa il 62%. L’isofoma 1 è risultata essere 

prevalentemente presente nelle cellule endocrine e paracrine degli organi 

periferici, mentre VMAT2 è stato identificato anche nei neuroni del cervello e 

simpatici, in cellule contenenti istamina dello stomaco, nella midollare del surrene 

e nelle cellule del sangue ( Henry et al.,1998; Masson et al., 1999). Dai risultati 

ottenuti, i linfociti umani e le principali sottopopolazioni linfocitarie esprimono la 

proteina VMAT2 e non l'isoforma 1, assente a livello di espressione genica sia 

nelle cellule attivate che in quelle a riposo. Questi risultati sono in disaccordo con 

l'unico studio attualmente disponibile nei linfociti umani di Amenta et al. (2001). 

Tale gruppo di ricerca, attraverso microscopia confocale, ha rilevato una debole 

immunoreattività di VMAT1 diffusa nel citoplasma linfocitario, e una moderata 

immunoreattività di VMAT2 localizzata in aree citoplasmatiche puntiformi e, in 

minor estensione, in associazione con la membrana plasmatica (Amenta et al., 

2001). Tali risultati sono stati ottenuti lavorando sulle PBMC umane fresche e non 

stimolate. Da queste preparazioni la percentuale di cellule in cui sono state 

identificate le isoforme di VMAT sembra essere molto alta, sebbene non vengano 

fornite cifre a riguardo. Non sono stati effettuati studi di espressione genica o di 

funzionalità del trasportatore. Per tutti questi aspetti i dati dello studio di Amenta 

e collaboratori non sono conciliabili con i presenti risultati se non ipotizzando una 

aspecificità di quelle osservazioni, come sembra suggerire anche la diffusa 

positività osservata, che non ha riscontro nei nostri esperimenti. 

In letteratura è presente un unico altro studio legato a cellule riconducibili al 

sistema immunitario, svolto da Watson et al., (1999) in cui è stata utilizzata una 

linea cellulare murina pre-B Ea3.123, con il fine di indagare l'importanza di 

VMAT2 nell'immagazzinamento di istamina nelle vescicole secretorie in queste 
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cellule. In tale modello, seppur relativamente distante dalle nostre cellule, è 

interessante notare un aumento dell'espressione genica del trasportatore sotto 

appropriati stimoli. Questo è stato riscontrato nel presente studio anche nei 

linfociti umani attivati e nelle relative sottopopolazioni linfocitarie rispetto alle 

medesime cellule non stimolate. Inoltre, per la particolare rilevanza del sistema 

istaminergico endogeno della linea cellulare in esame nello studio di Watson, è 

stata osservata un'attivazione trascrizionale del gene di VMAT2 in parallelo a 

quella dell'mRNA della L-istidina decarbossilasi (HDC) (Watson et al., 1999). Un 

aspetto analogo è stato rilevato da Cosentino et al., (2002), nei linfociti umani, 

osservando che l'espressione del principale enzima di sintesi delle CA, la tirosina 

idrossilasi (TH), poteva essere regolata in senso positivo a seconda degli stimoli 

utilizzati. Quanto affermato risulta coerente con l'ipotesi che vede una relazione 

tra l'aumento della produzione di catecolamine a seguito dell'attivazione 

trascrizionale degli enzimi chiave della sintesi e l'aumento di espressione del loro 

trasportatore, VMAT. 

In aggiunta a questo aspetto, il trattamento con reserpina inibisce il trasportatore 

vescicolare delle monoamine, nei linfociti umani (come nelle cellule del sistema 

nervoso) ed è stato osservato, inoltre, che riduce l'accumulo intracellulare di CA 

che aumentano a livello extracellulare. Ciò ha, quindi, permesso di avvalorare 

l’ipotesi dell'esistenza di un sistema di immagazzinamento e di rilascio di CA 

anche nei linfociti (Marino et al., 1999). 

Negli ultimi anni, sono stati accumulati diversi risultati circa la rilevanza 

funzionale della produzione endogena di CA nelle cellule del sistema 

immunitario. E’ stato visto che nelle PBMC le CA, e in particolare la dopamina, 

possono indurre apoptosi e possono essere coinvolte nella modulazione funzionale 

del processo apoptotico stesso, attraverso un meccanismo regolatorio autocrino e 

paracrino. L’inibizione farmacologica della TH nelle PBMC in coltura stimolate 

con PHA riduce la percentuale di cellule apoptotiche e ciò porta a ritenere che le 

CA endogene abbiano una funzione modulatoria nei confronti delle cellule 

linfocitarie (Bergquist et al., 1994; Cioca et al., 2000; Jimenez Del Rio et al., 

2000; Cosentino et al., 2002b; Cosentino et al., 2003). Cosentino et al (2007) 

mostra che la dopamina è in grado di inibire l’attività soppressoria dei linfociti 
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Treg responsabili della modulazione della proliferazione delle Teff contribuendo 

così al controllo dell’omeostasi immunitaria e al mantenimento della tolleranza 

immunologia (Sakaguchi et al., 1995). Attualmente si ritiene che la dopamina sia 

l’unico trasmettitore in grado di indurre effetti neuroprotettivi agendo sulla 

funzionalità delle Treg così come sulle loro proprietà adesive e migratorie, 

attraverso i recettori dopaminergici. Gli interferoni (IFN), di ruolo biologico e 

immunologico rilevante, sono stati identificati come molecole regolatrici della 

sintesi delle CA nelle PBMC umane (Cosentino et al. 2005). Quando le PBMC 

vengono stimolate con PHA, la produzione e il rilascio di CA vengono 

incrementate da IFN-β, se invece vengono stimolate con IFN-γ riducono persino 

l'espressione di mRNA della TH, ed infine la coincubazione dell’IFN-ß con IFN-γ 

previene l’effetto inibitorio di quest’ultimo (Cosentino et al., 2005) Gli IFN 

sembrano essere la prima componente fisiologica capace di modulare la 

produzione di CA da parte delle PBMC. L'azione dell'IFN-β sul rilascio delle CA 

è stato riscontrato nel presente studio sia nelle PBMC stimolate sia nella 

sottopopolazione linfocitaria CD4+ altamente purificata da colture di PBMC. 

Ad oggi risulta ancora poco chiaro come agenti fisiologici e/o farmacologici siano 

in grado di modulare la risposta immunitaria attraverso un meccanismo CA-

dipendente nei linfociti umani. Si rileva essere di grande importante caratterizzare 

tale modulazione in quanto numerosi studi hanno consentito di ipotizzare il 

coinvolgimento di meccanismi autocrini/paracrini catecolaminergici in patologie 

autoimmuni, infiammatorie (quali la sclerosi multipla e l’artrite reumatoide) 

(Bellinger et al., 1992, Zoukos et al., 1994), neurodegenerative (come il Morbo di 

Parkinson), psichiatriche (quali schizofrenia e depressione) ed in patologie 

complesse causate da alterazioni a livello della trasmissione catecolaminergica. 

I risultati di questo studio documentano la presenza di VMAT ed in particolare 

dell'isoforma 2 nei linfociti umani e nelle sottopopolazioni considerate (CD4+ 

,CD8+). Sembra di conseguenza che il sistema catecolaminergico endogeno nei 

linfociti umani: 

− sia un sistema diffuso nelle diverse sottopopolazioni e caratterizzato dalla 

capacità di essere regolato positivamente nel corso del processo di 

attivazione cellulare; 
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− possegga un'organizzazione subcellulare e molecolare simile a quella nota 

nel sistema nervoso centrale; 

− possa essere modulato da diversi agenti fisiologici e/o farmacologici. 

Nel sistema nervoso le diverse componenti delle vie catecolaminergiche (recettori, 

trasportatori, enzimi di sintesi e catabolismo) rappresentano dei bersagli 

preferenziali per farmaci molto importanti nella terapia medica di diverse 

patologie in molteplici campi della medicina (ad es., cardiovascolare, neurologico, 

neuropsichiatrico, come pure nella modulazione delle funzioni neurovegetative). 

Al contrario, questi meccanismi fino ad oggi sono stati ben poco studiati nella 

prospettiva di un loro utilizzo come modulatori della risposta immunitaria. 

Recenti evidenze indicano, tuttavia, come in numerose importanti patologie su 

base immunoinfiammatoria le vie catecolaminergiche siano coinvolte nei processi 

patogenetici e/o nelle risposte alle farmacoterapie (Cosentino et al., 2002b; 

Zaffaroni et al.; 2008; Capellino et al., 2010). La migliore conoscenza 

dell'organizzazione cellulare e molecolare e del ruolo fisiologico e funzionale di 

questi meccanismi è di conseguenza potenzialmente molto rilevante nella 

prospettiva di identificare approcci farmacoterapeutici innovativi per 

l'immunomodulazione in molteplici patologie di cruciale interesse clinico. 
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