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INTRODUZIONE 
 

Il termine “angiogenesi” indica la crescita di nuovi vasi sanguigni a 

partire da quelli preesistenti. La formazione di vasi attraversa diversi 

stadi caratterizzati da modificazioni dell’endotelio vascolare e della 

matrice extracellulare 1. In particolare, il processo angiogenico si articola 

in quattro fasi: nella prima fase si verifica una perdita delle connessioni 

tra cellule endoteliali seguita da un aumento della permeabilità vasale; 

successivamente, le cellule endoteliali migrano e proliferano nella zona 

di tessuto dove è richiesta la formazione di nuovi vasi. La terza fase è 

caratterizzata dall’arresto della proliferazione cellulare, dalla 

differenziazione di cellule endoteliali e dalla formazione di capillari 

primitivi. Il processo si conclude con il richiamo di cellule subendoteliali 

di supporto come i periciti che ricoprono le cellule endoteliali e delle 

cellule muscolari lisce in grado di regolare la perfusione sanguigna1. 

Il sistema linfatico si sviluppa attraverso un processo analogo 

definito “linfoangiogenesi”2. 

Angiogenesi e linfoangiogenesi rappresentano due fenomeni, 

distinti e complessi, controllati da un delicato bilancio tra fattori ad 

attività pro-angiogenica e fattori ad attività anti-angiogenica. La famiglia 

dei Vascular Endothelial Growth Factors (VEGFs) comprende diversi 

mediatori ad attività pro-angiogenica: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 

VEGF-D ed il Placental Growth Factor (PlGF)3. Il Vascular Endothelial 
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Growth Factor (VEGF) è un mediatore fondamentale nella regolazione 

del processo angiogenico ed il più potente fattore pro-angiogenico finora 

identificato 3. Oltre alla modulazione della migrazione e della 

proliferazione delle cellule endoteliali, VEGF esplica molteplici attività 

pro-angiogeniche. Esso, infatti, induce nelle cellule endoteliali 

l’espressione di proteasi (collagenasi, uPA e tPA) che liberano le cellule 

dall’ancoraggio alla matrice extracellulare permettendo la loro 

migrazione. Inoltre, VEGF promuove la mobilizzazione delle cellule 

staminali emopoietiche dal midollo, l’attivazione degli osteoblasti, la 

chemiotassi di diverse cellule del sistema immunitario e la regolazione 

dell’omeostasi neuronale4, 5. 

VEGF-A e -B rappresentano mediatori fondamentali nella 

formazione dei vasi sanguigni3; d’altrocanto VEGF-C e -D regolano 

prevalentemente la formazione di nuovi vasi linfatici6, 7. Alcuni di questi 

fattori presentano varie isoforme, con differente potenziale pro-

angiogenico, derivanti da meccanismi di splicing alternativo. In 

particolare, sono state identificate 6 isoforme per VEGF-A: VEGFA121, 

VEGFA145, VEGFA165, VEGFA183, VEGFA189 e VEGFA206
3. VEGF-

A165 è la forma predominante. VEGF-B ha due isoforme: VEGFB167 e 

VEGFB186. L’isoforma 167 è la forma predominante ed interagisce con 

l’eparina8. Il PlGF, originariamente scoperto a livello placentare dal 

gruppo di Graziella Persico9 modula lo sviluppo dei vasi della placenta e 
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di alcuni tumori10. Esso presenta tre isoforme: PlGF131, PlGF152 e 

PlGF203
11, 12. 

I membri della famiglia del VEGF esplicano la loro azione 

mediante l’interazione con tre recettori di membrana: VEGFR-1, 

VEGFR-2 e VEGFR-33. Dal punto di vista strutturale, questi recettori 

presentano una porzione extracellulare costituita da 7 domini 

immunoglobulinici (Ig-like), un tratto transmembrana13 ed una coda 

intracitoplasmatica responsabile dell’attività tirosin-chinasica. 

Molteplici studi indicano che l’angiogenesi e la linfoangiogenesi 

sono associate al rimodellamento tessutale che si osserva in corso di 

diverse malattie infiammatorie croniche tra cui l’artrite reumatoide14, la 

malattia di Crohn15 e l’asma bronchiale16. Inoltre, è stata riportata 

l’esistenza di una significativa correlazione tra neoformazione vascolare 

e severità dell’asma bronchiale17, 18. E’ stato prospettato, che a livello 

delle vie aeree, i fattori angiogenici siano sintetizzati da diverse cellule 

del sistema immunitario come gli eosinofili19, i basofili4, i macrofagi20, i 

mastociti21, le cellule muscolari lisce22 e le cellule epiteliali23. E’ 

verosimile che stimoli infiammatori siano in grado di attivare i 

macrofagi, insieme ad altre cellule del sistema immunitario, inducendo la 

sintesi di diverse chemochine, citochine e fattori proangiogenici. Inoltre, 

è opportuno ricordare che studi sperimentali hanno documentato che i 
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meccanismi dell’angio/linfoangiogenesi contribuiscono alla crescita 

tumorale ed alla formazione delle metastasi7, 24. 

I macrofagi originano dai monociti circolanti che migrano nei 

diversi tessuti ed in loco si differenziano in macrofagi. Durante i processi 

infiammatori queste cellule svolgono tre importanti funzioni: 

presentazione dell’antigene, fagocitosi ed immunomodulazione della 

risposta infiammatoria attraverso la produzione di citochine e fattori di 

crescita25. Molteplici evidenze indicano che i macrofagi sono implicati in 

diversi processi fisiopatologici quali l’infiammazione cronica e la 

crescita tumorale25, 26. Essi rappresentano le cellule immunitarie 

prodominanti nei tessuti normali, nella sede della flogosi25 ed in diversi 

tumori dove sono denominati “macrofagi associati al tumore” (TAM)27. 

Differenti fenotipi di TAM (es., M1 vs M2) consentono a queste cellule 

di svolgere differenti, spesso opposti, effetti sulle risposte immunitarie 

tumore-specifiche (stimolazione vs. soppressione) e sulla crescita 

tumorale (inibizione vs. promozione)28. In particolare, dal momento in 

cui le cellule immunitarie sfuggono alla sorveglianza immunologica, i 

TAM modificano il loro fenotipo da M1 proinfiammatorio, che 

contribuisce al rigetto del tumore, ad M2 proangiogenico, che stimola lo 

sviluppo tumorale28, 29. I macrofagi possono promuovere la progressione 

tumorale sia direttamente, stimolando la proliferazione delle cellule 

tumorali, sia indirettamente mediante la produzione di fattori angiogenici 
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e linfoangiogenici29. Si ritiene, infatti, che questi programmi 

proangiogenici siano attivati nei TAM dalla presenza di particolari 

condizioni metaboliche (es., ipossia, lattato, piruvato o ioni idrogeno), di 

mediatori prodotti a livello dei siti del danno tessutale (es., IL-10, M-

CSF, LPS, adenosina)26, 28, 29. 

Le fosfolipasi A2 (PLA2) sono enzimi che catalizzano l’idrolisi 

degli acidi grassi dalla posizione sn-2 dei fosfolipidi costituenti le 

membrane cellulari. Questa reazione genera acidi grassi liberi e 

lisofosfolipidi che rappresentano i substrati di partenza per la sintesi di 

due importanti classi di mediatori lipidici 30, 31. Infatti, nella maggior 

parte dei casi, l’acido grasso esterificato nella posizione sn-2 delle varie 

classi di fosfolipidi è rappresentato dall’acido arachidonico (AA) che una 

volta libero viene metabolizzato attraverso due vie biosintetiche: la via 

delle lipossigenasi che conduce alla sintesi dei leucotrieni e la via delle 

cicloossigenasi che determina la formazione di prostaglandine e 

trombossani 32.  

Nel corso degli ultimi dieci anni sono state caratterizzate e clonate 

molteplici PLA2 (Tabella I). Attualmente, le PLA2 vengono classificate 

in 12 diversi gruppi che a loro volta includono diversi sottogruppi per un 

totale di oltre 20 diverse molecole con attività PLA2 che differiscono tra 

loro per sequenza aminoacidica, localizzazione cellulare e dipendenza 

dallo ione Ca2+ come cofattore per l’attività enzimatica33. Le PLA2 sono 
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classicamente distinte in PLA2 citosoliche (cPLA2) e PLA2 secretorie 

(sPLA2). A differenza delle cPLA2, le sPLA2 sono molecole di basso 

peso molecolare (12-16 kDa) localizzate nei granuli citoplasmatici e 

secrete nell’ambiente extracellulare dove trovano le concentrazioni 

millimolari di Ca2+ necessarie per la loro attività enzimatica34. 

Attualmente sono state identificate 10 diverse isoforme di sPLA2 

classificate come GIB, GII (sottogruppi da A ad F), GIII, GV, GX e 

GXII (sottogruppi A e B). 

L’espressione delle sPLA2 può variare in maniera significativa da 

cellula a cellula e da tessuto a tessuto. Inoltre, nell’ambito della stessa 

cellula o tessuto, l’espressione delle diverse isoforme di sPLA2 può 

modificarsi a seconda delle condizioni fisiopatologiche33, 35-38. Nell’uomo 

la secrezione delle diverse sPLA2 avviene sia da parte di cellule residenti 

nei tessuti (cellule epiteliali, cellule endoteliali, cellule muscolari lisce, 

mastociti, macrofagi, etc.) che di cellule immunocompetenti del sangue 

periferico che infiltrano i tessuti durante le risposte immunitarie (basofili, 

neutrofili, eosinofili, monociti e linfociti) (Tabella I). 

Numerosi studi condotti nelle ultime due decadi hanno dimostrato 

che le sPLA2 vengono secrete in numerosi fluidi biologici di natura 

infiammatoria39. Infatti, la presenza delle sPLA2 è stata riportata non 

soltanto a livello sinoviale nei pazienti con artrite reumatoide40, ma 

anche nelle vie aeree di donatori sani41 e di pazienti con diverse patologie 
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del polmone (polmoniti, ARDS, sarcoidosi ed asma bronchiale)42-47, nel 

seno coronarico di pazienti con ischemia miocardia48 e nella mucosa 

intestinale dei pazienti con morbo di Crohn o rettocolite ulcerosa49-51. 

Inoltre, livelli elevati di sPLA2 sono stati riscontrati nel plasma di 

pazienti affetti da patologie infiammatorie a carattere sistemico quali la 

pancreatite acuta52, lo shock settico53, l’ARDS54, le ustioni estese55 e 

l’insufficienza multiorgano (MOF)56. In tutte queste patologie i livelli 

plasmatici di sPLA2 sono significativamente correlati con la severità, la 

prognosi e la mortalità46, 48, 52, 53, 55, 56.  

Infine, l’espressione di alcune isoforme di sPLA2 è aumentata in 

diversi tumori solidi umani36, 57-60 suggerendo che queste molecole 

possono rappresentare dei potenziali bersagli per lo sviluppo di terapie 

antitumorali61, 62. Due isoforme di sPLA2, hGIIA e hGX sono state 

implicate, più di altre isoforme, in diverse patologie infiammatorie e 

tumorali. In particolare, hGIIA è molto espressa nel fluido sinoviale di 

pazienti con artrite reumatoide40, in pazienti con tumore del colon60, della 

prostata59, e della mammella63. Recentemente è stato dimostrato che hGX 

è secreta nelle vie aeree dei pazienti con asma bronchiale64 e nel tumore 

del colon60. Inoltre, hGX partecipa alla tumorogenesi del colon mediante 

la generazione di PGE2 e di altri mediatori lipidici65, 66. 

Fino a pochi anni addietro si riteneva che il principale meccanismo 

attraverso il quale le sPLA2 esplicano il loro effetto proinfiammatorio 
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fosse legato alla loro intrinseca capacità di generare substrati disponibili 

per la sintesi dei mediatori lipidici. Tuttavia, crescenti evidenze 

sperimentali indicano che le sPLA2 sono in grado di esercitare altri effetti 

biologici rilevanti per l’induzione ed la modulazione delle reazioni 

infiammatorie67. In particolare, è stato riportato che le sPLA2 sono in 

grado di attivare alcune funzioni cellulari e di indurre nelle cellule 

infiammatorie la produzione mediatori chimici diversi dagli eicosanoidi e 

dal PAF. Ad esempio, alcune sPLA2 (GIA, GIB, GIIA, GIII) inducono 

nelle cellule infiammatorie la esocitosi68-71, l’espressione di molecole di 

superficie70, 72-78, la chemiotassi76-78 e la produzione citochine70, 71, 79, 

chemochine70, 80, 81 e di ossido nitrico82-84. 

Un ulteriore livello di complessità nello studio delle sPLA2 è dato 

da alcune osservazioni sperimentali che evidenziano come alcuni effetti 

delle sPLA2, sia in vivo che in vitro, sono indipendenti dalla loro attività 

enzimatica79, 80, 85-90. Queste osservazioni dimostrano che l’attività 

enzimatica delle sPLA2 non è l’unico meccanismo con il quale queste 

molecole possono partecipare alle reazioni infiammatorie90. 

Studi condotti nell’ultimo decennio hanno dimostrato che le sPLA2 

possiedono la capacità di interagire con alcune molecole presenti sulla 

membrana cellulare91. Questa importante osservazione ha generato 

l’ipotesi che le sPLA2 possano funzionare come mediatori extracellulari 

oltre che come enzimi. I siti di membrana con i quali possono interagire 
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le sPLA2 includono alcune proteine appartenenti a diverse famiglie di 

molecole di superficie. Infatti, le sPLA2 possono legarsi ad alcuni 

proteoglicani contenenti eparan-solfato (HSPG) come il glipicano92, il 

biglicano93 e la decorina94, ma soprattutto a recettori di membrana 

specifici per le sPLA2 (recettore tipo M e recettore tipo N)95. 

Una osservazione interessante confermata da studi condotti da 

diversi gruppi di ricerca è che il recettore tipo M è espresso ad alti livelli 

nel polmone umano96, 97, che rappresenta un sito di accumulo 

preferenziale delle sPLA2. Infatti, è noto da diversi anni che una attività 

sPLA2 è rilevabile nel lavaggio broncoalveolare (BAL) di individui 

normali41 e che i livelli di sPLA2 sono notevolmente aumentati nel BAL 

di pazienti con patologie infiammatorie del polmone42-47. Ad esempio, 

nei pazienti asmatici i livelli di sPLA2 nel BAL sono 3-5 volte più elevati 

rispetto ai pazienti di controllo non asmatici44, 45 ed in corso di ARDS tali 

livelli possono aumentare anche fino a cento volte46. Inoltre, studi recenti 

condotti con tecniche di immunoistochimica hanno evidenziato che a 

livello del polmone umano sono presenti ben 7 diverse isoforme di 

sPLA2 (Tabella I) la cui espressione aumenta in corso di reazioni 

infiammatorie38, 98. In particolare, sono presenti in quantità elevate 

soprattutto le sPLA2 GIB, GIIA e GX che rappresentano ligandi ad alta 

affinità per il recettore tipo M, nella specie murina99. Una ovvia 

implicazione della presenza simultanea di livelli elevati di sPLA2 e di 
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recettore tipo M nelle vie aeree umane è la possibilità di interazione su 

potenziali cellule bersaglio.  

I macrofagi rappresentano il bersaglio principale delle sPLA2 in 

quanto possono essere attivati mediante entrambi i meccanismi90, 100. Le 

sPLA2, attraverso la loro attività enzimatica, inducono la produzione di 

numerosi mediatori lipidici, (prostaglandine, leucotrieni, lipoxine e 

Platelet-Activating Factor)101. Inoltre, le sPLA2 attivano l’esocitosi, la 

produzione di citochine/chemochine, la generazione di ossido nitrico, e 

l’adesione cellulare mediante un meccanismo indipendente dall’attività 

enzimatica e coinvolgente l’interazione con il recettore di tipo M 

espresso su numerose cellule infiammatorie, tra cui i macrofagi71, 84, 102-

104. Sia la GIIA umana (hGIIA) che la GX umana (hGX) sono in grado di 

stimolare la produzione di citochine e l’esocitosi nei macrofagi in vitro71, 

103, 105.  

Non è stata sinora analizzata la capacità delle sPLA2 di indurre la 

produzione di fattori angiogenici e linfoangiogenici dai macrofagi umani. 

Pertanto in questa serie di esperienze abbiamo valutato l’effetto della 

sPLA2 hGX umana ricombinante sulla produzione di fattori angiogenici 

e linfoangiogenici dai macrofagi purificati dal tessuto polmonare umano 

(HLM). Inoltre, abbiamo verificato la dipendenza di questi effetti 

dall’attività enzimatica delle sPLA2 ed il potenziale angiogenico in vivo 

delle sPLA2. In una ultima serie di esperimenti abbiamo valutato se la 
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risposta angiogenica indotta dalle sPLA2 potesse essere modulata 

dall’adenosina, un importante nucleoside endogeno rilevante nei processi 

flogistici e neoplastici. 
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MATERIALI E METODI 

 

Reagenti e tamponi 

Sono stati utilizzati i seguenti reagenti: albumina sierica umana 

(HSA), inibitori delle proteasi, 5’-(N-etilcarbosamido) adenosina 

(NECA), monotioglicerolo, L-glutamina, il DMSO, il lipopolisaccaride 

(LPS) di Escherichia coli di sierotipo 026:B6, il Percoll (densità 1,077), 

la piperazina-N,N'-bis-2-acido etansulfonico (PIPES), il PMSF, il Triton 

X-100, brefeldina A, cicloesimide, actinomicina-D (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO); soluzione antibiotica (10,000 UI/ml penicillina and 10 

mg/ml streptomicina) (Cambrex Bio Science, Milano, Italia); siero 

bovino fetale (FCS, MP Biomedicals Europe, Illkirch, Francia), 

Superscript III (Invitrogen Ltd., Paisley, UK); PlGF-1 umano 

ricombinante (PeproTech, Londra, UK); RPMI (GIBCO, Life 

Technologies Gaithersburg, MD) con 25 mM Hepes;, il ditiotreitolo 

(DTT), ICN (Costa Mesa, CA);; dosaggio colorimetrico per proteine 

(BIORAD, Richmond, CO); anticorpo policlonale di coniglio anti-

VEGF-B (H-70), anticorpo policlonale di coniglio anti-VEGF-C (H-

190), anticorpo policlonale di coniglio anti-VEGF-D (H-144), anticorpi 

di capra IgG e di topo IgG (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); 

anticorpi di capra anti-VEGF-A, Ab, VEGF-A165 e VEGF-A121 umani 

ricombinanti, VEGF-B167 umano ricombinante, VEGF-C umano 
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ricombinante, VEGF-D umano ricombinante, (R&D System, 

Minneapolis, MN); IgG di scimmia anti-coniglio HRP-coniugato (GE 

Healthcare, Amersham, England). Le sPLA2 umane ricombinanti di 

gruppo gruppo IIA (hGIIA), gruppo X (hGX), il composto Me-Indoxam 

e RO092906Asono stati donati dal Prof. Michael H. Gelb (Università di 

Washington, Dipartimento di Chimica e Biochimica, Seattle, USA). I 

mutanti H48Q di hGIIA (hGIIA-H48Q) e di hGX (hGX-H48Q) sono 

stati donati dal Prof. Gerard Lambeau (Istituto di Farmacologia 

Molecolare e Cellulare, Centro Nazionale di Ricerca Scientifica, 

Francia)., Tutti gli altri prodotti sono stati acquistati da Carlo Erba 

(Milano, Italia). 

Il tampone Pipes è composto di 25 mM piperazina-N,Nʹ′-bis-2-

acido etansulfonico (PIPES), 110 mM NaCl e 5 mM KCl, pH 7,4. Il 

tampone PCG è composto da tampone PIPES contenente 1 mM CaCl2 ed 

1 g/L D-glucosio, pH 7,4. Il tampone PBS 0,15 M è composto da 150 

mM NaCl, 3 mM KCl, 1 mM KH2PO4, 10 mM Na2HPO4, pH 7,4. 

 

Isolamento e purificazione dei macrofagi polmonari umani (HLM) 

I macrofagi polmonari umani (HLM) sono stati isolati dal 

parenchima polmonare di pazienti sottoposti ad interventi di chirurgia 

toracica con una tecnica utilizzata nel nostro laboratorio da molti anni 71. 

Il tessuto polmonare macroscopicamente sano è stato tagliato in piccoli 



 17 

frammenti in tampone PIPES. La sospensione cellulare ottenuta è stata 

sottoposta a filtrazione su strato di Nytex (con pori di 120 µm di 

diametro) mediante ripetuti lavaggi con PIPES. Le cellule sono state 

separate mediante centrifugazione (2000 rpm, 22°C, 20 min) su gradienti 

discontinui di Percoll. La sospensione arricchita di macrofagi (> 80%) è 

stata risospesa (106 cellule/ml) in RPMI contenente 5% di FCS, 2 mM di 

L-glutamina e 1% di soluzione antibiotica-antimicotica ed incubate in 

piastre di polistirene a 37°C in un’atmosfera contenente il 5% di CO2. 

Dopo 12 ore il mezzo di coltura è stato rimosso ed le cellule flottanti 

sono state rimosse mediante lavaggio con RPMI. Con questa procedura 

più del 98% delle cellule aderenti sono macrofagi, come dimostrato dalla 

positività al test dell’α naftil-acetato esterasi 71. In esperimenti che 

utilizzavano HLM non aderenti, le cellule sono state centrifugate 

ripetutamente su gradienti di Percoll fino ad ottenere una purezza >95% 

come dimostrato dalla doppia per CD/CD71/HLA DR valutata mediante 

citometria a flusso. 

 

Incubazioni cellulari 

I macrofagi aderenti sono stati incubati (37°C, 3-48 h) in RPMI 

contenente 2% di FCS e diverse concentrazioni (0,1-10 µg/ml) di hGIIA, 

hGX, hGIIA-H48Q, hGX-H48Q, o LPS. In esperimenti selezionati, le 

cellule sono state preincubate (37°C, 30 min) con o senza actinomicina D 
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(Act-D, 1 µg/ml), cicloesimide (CHX, 10 µg/ml) o brefeldina A (Bre-A, 

10 µg/ml) e successivamente stimolate (37°C, 24 h) con hGX (3 µg/ml). 

In altri esperimenti, hGX (3 µg/ml) è stata preincubata (37°C, 15 min) 

con concentrazioni crescenti (0,01-10 µM) di Me-Indoxam o 

RO092906A. I HLM sono stati lavati e incubati (37°C, 24 h) in RPMI 

contenente hGX (3 µg/ml) o combinazioni di hGX con diverse 

concentrazioni di inibitori. In un’altra serie di esperimenti, le cellule sono 

state incubate con mezzo da solo, o con concentrazioni crescenti (0,1-10 

µM) di NECA, hGX (3 µg/ml), o combinazioni di NECA più hGX. Alla 

fine dell’incubazione i sopranatanti sono stati recuperati, centrifugati 

(1,000 g, 4°C, 5 min) e conservati a –80°C per la successive 

quantificazione di VEGF-A, VEGF-C, and TNF-α. Le cellule restanti 

sono state lisate con 0,1% di Triton X-100 per la quantificazione delle 

proteine totali con il metodo Bradford (Biorad Laboratories, Milano, 

Italia). 

 

RT -PCR 

 
RNA totale ottenuto dai HLM è stato isolato mediante il sistema di 

isolamento dell’RNA totale SV 96 (PROMEGA) e trattato con RNase-

free DNase I in accordo con il protocollo fornito dal produttore. RNA è 

stato quantizzato mediante spettrofotometria. 1 µg di RNA totale è stato 

retrotrascritto a cDNA con 25 mM di MgCl2, 50 µM di oligo(dT) e 200 
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U di Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Per la PCR semi-

quantitativa, 2 µl di cDNA retrotrascritto sono stati successivamente 

amplificati utilizzando primers specifici per: i fattori angiogenici (VEGF-

A, VEGF-B, PlGF), i fattori linfoangiogenici (VEGF-C e VEGF-D) e per 

GAPDH utilizzato come controllo (Tabella II). I prodotti della reazione 

sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio 1% 

contenente bromuro di etidio. La rilevazione è stata eseguita con 

luminescenza UV-image analysis system ChemidocXRS (Biorad). La 

real-time PCR (qRT-PCR) è stata effettuata come segue: HLM (5 x 106/2 

ml) sono stati incubati (37°C) in RPMI supplementato con 2% di FCS, 2 

mM L-glutamina e 1% soluzione antibiotico-antimicotica con o senza 

hGX (3 µg/ml) (3–18 h). Alla fine dell’incubazione, l’RNA totale è stato 

isolato e retrotrascritto come precedentemente riportato. La qPCR è stata 

eseguita su iCycler (Biorad) utilizzando il Platinum qPCR (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Primers specifici per VEGF-A165 e VEGF-B167 

compatibili per la qPCR sono stati disegnati dal Beacon Designer 3.0 

software (Biorad). Sono stati utilizzati i primers per GAPDH, VEGF-C e 

VEGF-D e compatibili per qRT-PCR. Dopo una iniziale denaturazione a 

94°C per 30 sec, è stata effettuata un’amplificazione a 40 cicli con 

denaturazione (94°C) per 30 sec, appaiamento (55°C) per 30 sec ed 

estensione dei primers (72°C). Alla fine è stata eseguita un’estensione a 

72°C per 10 min. L’efficacia della PCR è stata esaminata diluendo in 
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maniera sequenziale e sono stati ottenuti i risultati delle curve di melting 

per controllare la specificità della PCR. Ogni campione di cDNA è stato 

analizzato in triplicato mentre un campione privo di mRNA è stato 

incluso come controllo negativo. I risultati sono stati analizzati con 

Cycler iQ analysis software (Biorad). I segnali di mRNA in ogni 

campione sono stati normalizzati rispetto a quelli ottenuti dal GAPDH e 

le differenze per VEGF-A165, e VEGF-C sono state espresse come 

incremento in numero di volte verso quello delle cellule non stimolate. 

 

Western blot 

Le cellule (2-4 x 106 per campione) sono state lisate in tampone di 

lisi (20 mM di Tris pH 7,5, 5 mM di EDTA, 1 mM di PMSF, 2 mM di 

benzamidina, 10 µg/ml di leupeptina, 10 mM di NaF, 150 mM di NaCl, 

1% di Nonidet P-40 e 5% di glicerolo) 100. In esperimenti selezionati, i 

HLM (6 x 106/4 ml) sono stati incubati (37°C, 24 h) con RPMI da solo o 

con hGX (3 µg/ml). Alla fine dell’incubazione i sopranatanti sono stati 

recuperati e concentrati mediante centrifugazione (4.000 g, 4°C 15 min) 

in tubi Amicon (Millipore, Billerica, CA) dotati di una membrana di 

filtrazione con cut-off di 10 kDa. I lisati cellulari sono stati mantenuti in 

ghiaccio per 20 min e poi centrifugati (14.000 rpm, 4°C, 20 min). 

Un’aliquota dell’estratto proteico ottenuto dal lisato cellulare è stata 

utilizzata per quantificare le proteine con BCA Protein Assay Kit 
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(Novagen, Merck Chemicals, Nottingham, UK). La restante aliquota 

dell’estratto proteico è stata diluita in litio dodecil-solfato (LDS) con o 

senza 2β-mercaptoetanolo al 2,5% e conservata a -80°C. Gli estratti 

proteici (40 µg per campione) sono stati separati su gel 4-12% Bis-Tris 

gels (NuPAGE, Novex) e trasferiti su una membrana di nitrocellulosa 

(Biorad) insieme ad un marker proteico biotinilato, a VEGF-A165 umano 

ricombinante, estratti proteici di cellule di linea MCF-7, estratti proteici 

di cellule di linea EBNA, o estratti proteici di RAW264.7 usati come 

controlli positivi. Dopo 2 ore di permanenza in TBST (20 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,5) contenente 5% ECL di agente 

bloccante (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), le membrane sono 

state lavate con TBST e successivamente incubate (4°C, 18 h) con un 

anticorpo primario. Dopo il lavaggio le membrane sono state incubate 

(22°C, 1 h) con un anticorpo secondario coniugato con HRP insieme ad 

un anticorpo anti-biotina. Le proteine legate all’anticorpo sono state 

visualizzate con ECL plus o con Advanced western blotting detection 

system (GE Healthcare) utilizzando l’Image analysis system 

ChemidocXRS (Biorad, Hercules, CA). 

 

 

 

ELISA per VEGF-A, VEGF-C e TNF-α 
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Il contenuto di VEGF-A, VEGF-C e TNF-α nei lisati cellulari e nei 

sopranatanti delle colture dei macrofagi è stato determinato in duplicato 

utilizzando un dosaggio ELISA commercialmente disponibile (R&D 

System, Minneapolis, MN). Il range di linearità di questi dosaggi era: 

30,5-2000 pg/ml (VEGF-A), 93,5-6000 pg/ml (VEGF-C), e tra 6 e 200 

pg/ml (TNF-α). Dal momento che il numero delle cellule aderenti nei 

pozzetti può variare nell’ambito dello stesso esperimento e tra i diversi 

esperimenti, i risultati sono stati normalizzati per il contenuto totale di 

proteine determinato nei campioni cellulari lisati con Tryton 0,1% 

utilizzando il metodo di Bradford. L’inibizione della secrezione di 

VEGF-A è stata rappresentata come percento della risposta massima 

calcolata come (R–Rb)/(Rmax–Rb) x 100, dove R rappresenta la secrezione 

nei campioni trattati con la combinazione hGX + inibitore, Rb 

rappresenta la secrezione nelle cellule non trattate e Rmax rappresenta la 

secrezione nei campioni stimolati con hGX. 

 

Saggio della membrana corioallantoidea di embrione di pollo (CAM) 

I macrofagi aderenti sono stati incubati (37°C, 24 h) in RPMI, con 

hGX (3 µg/ml), Me-Indoxam (10 µM) o la combinazione di hGX più 

Me-Indoxam. Al termine dell’incubazione, i sopranatanti sono stati usati 

per la determinazione dell’attività angiogenica nel saggio della 

membrana corioallantoidea di embrione di pollo. Uova di pollo “White 



 23 

Leghorn” fecondate sono state incubate in condizioni di umidità costante 

a 37°C secondo una tecnica precedentemente descritta in dettaglio 106. Al 

terzo giorno di incubazione si crea un’apertura nel guscio e sono rimossi 

2-3 ml di albume in maniera tale da staccare la membrana 

corioallantoidea (CAM) in via di sviluppo dal guscio. L’apertura è stata 

sigillata con un vetrino di uguali dimensioni e le uova sono state riposte 

nell’incubatore. Le CAM sono state incubate all’ottavo giorno con i 

sopranatanti di HLM trattati e non disciolti in 3 µl di DMEM ed assorbiti 

su spugne di gelatina sterili di 1 mm3 (Gelfoam, Upjohn Company, 

Kalamazoo, MI). Le spugne contenenti il solo veicolo sono state 

utilizzate come controllo negativo, mentre le spugne contenenti 50 

ng/embrione di VEGF-A165 umano ricombinante sono state utilizzate 

come controllo positivo. Ulteriori controlli sono stati condotti con 

sopranatanti di HLM non stimolati in cui hGX (3 µg/ml) veniva aggiunta 

dopo aver allontanato il sopranatante dalle cellule. Le CAM sono state 

esaminate quotidianamente fino al dodicesimo giorno e fotografate in 

ovo con uno stereomicroscopio SR equipaggiato con Zeiss Camera 

System MC63. In alcuni esperimenti, i vasi sanguigni infiltranti le 

spugne sono stati contati in doppio cieco da due osservatori ad un 

ingrandimento 50x. 
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Analisi statistica 

I dati sono espresso come media dei valori ± ES del numero di 

esperimenti indicati. L’analisi statistica è stata condotta mediante 

l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test di Dunnett 

(laddove il confronto è stato fatto rispetto al controllo) o dal test di 

Bonferroni (laddove il confronto è stato fatto rispetto a ogni coppia dei 

gruppi) mediante l’uso del Software Analyse-it per Microsoft Excel, 

versione 2.16 (Analyse-it Software, Ltd.) 105. Un valore p inferiore a 0,05 

è stato considerato significativo. 



 25 

RISULTATI 

 

I macrofagi polmonari umani esprimono VEGFs 

Il profilo di espressione dei VEGFs prodotti da macrofagi primari 

non è stato ancora riportato. Pertanto, inizialmente abbiamo valutato 

l’espressione costitutiva dei VEGFs nei macrofagi umani purificati dal 

tessuto polmonare. La Figura 1 mostra i segnali di amplificazione di RT-

PCR ottenuti in un esperimento rappresentativo. I macrofagi polmonari 

umani (HLM) esprimono costitutivamente tre isoforme di VEGF-A 

(VEGF-A121, VEGF-A165, ed VEGF-A189) e due isoforme di VEGF-B 

(VEGF-B167 e VEGF-B186). Inoltre, queste cellule esprimono anche 

mRNA per VEGF-C e VEGF-D, due mediatori dello sviluppo dei vasi 

linfatici6. Al contrario, nessuna delle due maggiori isoforme di PlGF 

(PlGF-1 e PlGF-2) era espressa nei HLM (Figura 1). 

Per verificare la presenza delle proteine per VEGF nei macrofagi, 

abbiamo esaminato i lisati cellulari mediante analisi di Western blot. Gli 

estratti proteici di queste cellule sono stati inizialmente analizzati con 

anticorpi anti-VEGF-A ed anti-PlGF in condizioni riducenti. Infatti, 

esperimenti preliminari hanno dimostrato che gli agenti riducenti 

impedivano il rilevamento di VEGF-A e di PlGF. In queste condizioni 

sperimentali, si osservavano bande immunoreattive di ∼38 kDa (Figura 

2, gel I) e ∼55 kDa (Figura 2, gel II) in due diverse preparazioni cellulari. 
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Queste bande co-migravano con i dimeri di rhVEGF-A165 (Figura 2, gel 

I), e VEGF-A189 espressi nelle cellule umane MCF-7 (Figura 2, gel II) 

usate come controllo positivo107. Al contrario, la proteina per VEGF-A121 

(dati non presentati) e il PlGF (Figura 2, gel III) non erano rilevate nei 

HLM. Quando gli estratti proteici erano testati con un anticorpo anti-

VEGF-B in condizioni riducenti, si evidenziava una banda 

immunoreattiva di ∼22 kDa (Figura 2, gel IV). Questa banda co-migrava 

con VEGF-B167 espresso nelle MCF-7107. Al contrario, VEGF-B186 non 

era presente (dati non presentati).  

VEGF-C e VEGF-D sono sintetizzati dopo che i loro precursori, 

conservati all’interno dei granuli citoplasmatici, sono sottoposti ad un 

complesso processo proteolitico108, 109. Pertanto, abbiamo osservato la 

presenza dei VEGF-C e VEGF-D nei HLM in condizioni riducenti 

utilizzando anticorpi diretti contro i precursori di VEGF-C e VEGF-D. 

Due bande immunoreattive di ∼58 kDa (Figura 2, gel V), e ∼53 kDa 

(Figura 2, gel VI) erano identificate in due preparazioni cellulari diverse. 

Queste bande corrispondono ai precursori di VEGF-C108 e di VEGF-

D109, rispettivamente, contenuti nelle linea macrofagica RAW 264.7110. 

Quindi, i macrofagi polmonari umani esprimono e sintetizzano 

costitutivamente le maggiori isoforme di VEGF angiogenici (A e B) e i 

precursori dei VEGF linfoangiogenici (C e D). 
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La sPLA2 inducono la produzione di VEGFs da HLM 

Abbiamo precedentemente dimostrato che hGIIA e hGX inducono 

la produzione di citochine/chemochine e l’esocitosi dai macrofagi 

polmonari umani71, 102, 103, 105. Abbiamo, quindi, valutato se queste sPLA2 

fossero in grado di indurre la produzione di VEGF-A e VEGF-C dai 

HLM. Le Figure 3 e 4 mostrano che hGIIA e hGX inducevano la 

secrezione sia di VEGF-A che di VEGF-C in maniera concentrazione 

dipendente. L’effetto di entrambe le sPLA2 era significativo alla 

concentrazione di 1 µg/ml. hGX era più potente di hGIIA nell’indurre la 

secrezione di questi due fattori. È interessante notare che la secrezione di 

VEGF-A e di VEGF-C indotta da hGX era comparabile a quella indotta 

dall’LPS, il principale stimolo di attivazione dei macrofagi umani111, 112. 

Per identificare il tipo di isoforma di VEGF-A secreta dai HLM 

dopo stimolazione con sPLA2, i sopranatanti di cellule attivate e non con 

hGX sono stati concentrati per ultrafiltrazione ed esaminati mediante 

Western blot. La Figura 5 mostra che i livelli di VEGF-A165 presente nei 

sopranatanti di HLM tenuti in coltura per 24 h (Ctr) erano bassi; dopo la 

stimolazione cellulare con hGX aumentava in maniera significativa le 

concentrazioni di VEGF-A165 nei sopranatanti di HLM. Al contrario, la 

quantità di VEGF-A189 secreto dai macrofagi non aumentava dopo 

stimolazione con la sPLA2, e quella del VEGF-A121 non era rilevabile sia 
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nei sopranatanti delle cellule di controllo che di quelle stimolate con 

hGX (dati non presentati). Questi risultati indicano che la isoforma 

principale di VEGF-A secreta dai macrofagi attivati dalla sPLA2 è 

VEGF-A165. 

In un gruppo successivo di esperimenti abbiamo valutato la cinetica 

di secrezione del VEGF in macrofagi stimolati e non con hGX. I 

macrofagi tenuti in coltura per 48 h rilasciavano spontaneamente piccole 

quantità di VEGF-A (83 ± 16 pg/mg di proteine) e VEGF-C (59 ± 20 

pg/mg di proteine). hGX (10 µg/ml) induceva una secrezione tempo-

dipendente sia di VEGF-A che di VEGF-C (Figura 6). Tuttavia, le 

cinetiche di attivazione erano differenti: la secrezione del VEGF-A 

cominciava 6 h dopo la stimolazione e aumentava progressivamente fino 

a 48 h, mentre quella del VEGF-C era massima a 24 h ritornando a valori 

basali nelle ore successive. 

 

Le sPLA2 inducono l’espressione dell’mRNA di VEGF nei HLM 

L’osservazione che la secrezione di VEGF-A e di VEGF-C indotta 

dall’sPLA2 era rilevabile solo alcune ore dopo la stimolazione suggerisce 

che questi eventi dipendano dalla sintesi proteica. Pertanto, abbiamo 

esaminato gli effetti dell’actinomicina D (Act-D, inibitore della 

trascrizione genica), della cicloesimide (CHX, inibitore della sintesi 

proteica), e della brefeldina A (Bre-A, inibitore del trasporto proteico 
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intracellulare), sulla secrezione del VEGF indotto da hGX. La 

preincubazione (30 min) dei HLM con Act-D (1 µg/ml), CHX (10 

µg/ml), o Bre-A (10 µg/ml) bloccavano completamente la secrezione di 

VEGF-A e di VEGF-C dai HLM indotta da hGX (Tabella III). Questi 

risultati indicano che questo effetto era un processo metabolicamente 

attivo coinvolgente la trascrizione dell’mRNA, la sintesi proteica e il 

trasporto intracellulare. In particolare, l’effetto inibente dell’Act-D indica 

che le sPLA2 inducono la produzione di VEGF mediante l’incremento 

dell’espressione dell’mRNA. Pertanto, in una serie successiva di 

esperimenti, abbiamo esaminato le cinetiche di espressione dei geni che 

codificano per VEGF-A165 e VEGF-C nei HLM stimolati con hGX 

mediante qPCR real-time. La Figura 7 mostra che hGX induceva un 

marcato aumento dell’espressione dell’mRNA sia di VEGF-A165 che di 

VEGF-C con cinetiche simili. In particolare, l’espressione del VEGF-

A165 e VEGF-C raggiungeva un valore massimo dopo 3 h di incubazione 

con hGX, si riduceva dopo 6 h ritornando ai valori di controllo entro 18 

h. Questi dati indicano che la trascrizione genica di VEGF-A e di VEGF-

C sono paragonabili e quindi è lecito pensare che il diverso time course 

di secrezione sia correlato a differenze nei meccanismi di trasporto e 

secrezione della proteina stessa. È interessante notare che hGX esercitava 

un effetto maggiore sull’espressione dell’mRNA per VEGF-A (12,49 ± 
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1,06 di aumento vs. controllo) rispetto a quella per VEGF-C (8,67 ± 0,82 

di aumento vs. controllo). 

 

Le sPLA2 inducono la produzione di VEGF-A attraverso un meccanismo 

recettoriale 

Le sPLA2 possono esercitare i loro effetti biologici attraverso sia 

l’attività enzimatica sia mediante l’interazione con recettori di membrane 

espressi anche sulla superficie dei macrofagi100. Per comprendere il 

meccanismo responsabile della produzione di VEGF dai HLM, abbiamo 

effettuato due tipi di esperimenti. Inizialmente, abbiamo esaminato la 

capacità di due sPLA2, la cui attività catalitica era stata soppressa 

mediante mutagenesi sito-specifica, di indurre la secrezione di VEGF-A 

dai HLM. A tale scopo abbiamo usato due varianti di hGIIA e di hGX in 

cui il residuo di istidina in posizione 48 del sito catalitico era stato 

sostituito da un residuo di glutammina (mutazione H48Q). Sebbene la 

struttura tridimensionale, la stabilità e la capacità di legarsi al recettore di 

tipo M dei mutanti di GIIA e di hGX che abbiamo usato sia lievemente 

cambiata, i mutanti perdono completamente l’attività catalitica (<1% 

dell’attività rispetto all’enzima wild-type)88, 113, 114. La Figura 8 mostra 

che hGIIA-H48Q e hGX-H48Q conservavano la capacità di indurre la 

secrezione di VEGF-A dai HLM, dimostrando che l’attività enzimatica 
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non è necessaria per la produzione di VEGF-A dai macrofagi polmonari 

umani.  

In una seconda serie di esperimenti abbiamo usato due inibitori del 

sito attivo della sPLA2 che bloccano sia l’attività enzimatica che la 

capacità delle sPLA2 di legarsi ai recettori specifici, tra cui il recettore di 

tipo M115. Infatti, il composto Me-Indoxam ed altri inibitori competitivi 

della sPLA2 quali RO092906A116 protrudono fuori dal sito catalitico 

quando si legano alla sPLA2 e quindi creano un ingombro sterico che 

impedisce alla sPLA2 di interagire con il recettore115. Grazie a questa 

proprietà, in precedenti lavori, abbiamo potuto dimostrare che Me-

Indoxam impediva l’attivazione recettore-mediata dei HLM stimolati con 

la sPLA2
102, 103. In tre esperimenti, i composti Me-Indoxam e 

RO092906A (0,01-10 µM) non influenzavano la secrezione basale di 

VEGF-A dai HLM. La preincubazione (15 min, 37°C) di hGX (3 µg/ml) 

con concentrazioni crescenti di Me-Indoxam o di RO092906A prima 

dell’aggiunta ai HLM, inibiva in maniera concentrazione dipendente la 

secrezione di VEGF-A (Figura 9). I valori di IC50 di Me-Indoxam e 

RO092906A erano rispettivamente 221 ± 37 nM e 69 ± 17 nM. Questi 

valori erano consistenti con i valori di affinità di Me-Indoxam (valore di 

IC50 di 400-1000 nM) e RO092906A (valore di IC50 di 40-100 nM) per 

hGX, riportati in letteratura89, 116. 
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Pertanto, i risultati di questi due approcci sperimentali dimostrano 

che l’attività catalitica di hGIIA e di hGX non è richiesta per la 

produzione di VEGF dai HLM e suggeriscono che questo effetto è 

probabilmente mediato dall’interazione con un recettore di membrana, 

verosimilmente il recettore di tipo M espresso sui macrofagi polmonari 

umani103. 

 

I sopranatanti dei HLM attivati dalle sPLA2 inducono l’angiogenesi nel 

modello della membrana corioallantoidea di embrione di pollo (CAM) 

Gli esperimenti sopra descritti hanno dimostrato che i HLM 

producono fattori angiogenici in seguito a stimolazione con la sPLA2. 

Per verificare che questo evento effettivamente determini l’angiogenesi 

in vivo abbiamo valutato se i sopranatanti dei macrofagi attivati dalla 

sPLA2 inducano una risposta angiogenica nel modello della membrana 

corioallantoidea di embrione di pollo (CAM). In tre esperimenti, nelle 

CAM di embrioni di pollo all’ottavo giorno di incubazione sono state 

impiantate spugne di gelatina imbevute di sopranatante di macrofagi 

umani stimolati e non con hGX. Le spugne adsorbite con il tampone o 

con VEGF-A165 sono state utilizzate rispettivamente come controllo 

negativo o positivo. Al dodicesimo giorno di incubazione nessuna 

risposta vascolare è stata osservata attorno alle spugne trattate con il 

tampone (Figura 10A e 10F). Nelle spugne imbevute con i sopranatanti 
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dei macrofagi non stimolati e tenuti in coltura per 24 ore, si osservava la 

formazione di pochi vasi allantoici che si distribuivano radialmente 

attorno alla spugna (Figura 10B e 10F). Questa risposta non era 

modificata dall’aggiunta di Me-Indoxam (10 µM, Figura 10C e 10F). I 

sopranatanti di macrofagi trattati con hGX (3 µg/ml) aumentavano 

notevolmente la risposta angiogenica nella CAM come testimoniato dalla 

presenza di vasi allantoidi che si distribuivano radialmente attraverso la 

spugna come i raggi di una ruota (Figura 10D e 10F). Una simile 

risposta angiogenica è stata osservata macroscopicamente negli impianti 

trattati con 50 ng di VEGF-A165 mentre i sopranatanti dei macrofagi non 

stimolati e a cui era stato aggiunto hGX (3 µg/ml) dopo l’incubazione 

cellulare non modificano la risposta angiogenica nella CAM. La 

preincubazione (15 min, 37°C) di hGX con Me-Indoxam prima della 

aggiunta ai HLM bloccava completamente la risposta angiogenica 

indotta da hGX (Figura 10E e 10F). 

L’analisi statistica condotta su tre esperimenti confermava che i 

sopranatanti dei macrofagi trattati con hGX aumentavano 

significativamente il numero di vasi allantoidi formatisi radialmente alla 

spugna e che Me-Indoxam sopprimeva questa risposta (Figura 10F). 

Questi risultati indicano che i sopranatanti dei macrofagi umani inducono 

una risposta angiogenica in vivo che è verosimilmente dovuta alla 

presenza di VEGF-A. 
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Effetto di NECA sulla produzione di VEGF-A e di TNF-α nei macrofagi 

stimolati con sPLA2 

L’adenosina è un nucleoside purinico endogeno che modula le 

risposte immunitarie mediante l’interazione con specifici recettori di 

membrana espressi su molteplici cellule 117. Questo mediatore è stato 

implicato nei meccanismi patogenetici delle malattie croniche 

infiammatorie delle vie aeree quali l’asma e la BPCO attraverso sia la 

produzione che l’aumento della densità dei suoi recettori118. Inoltre, 

l’adenosina si accumula nei tumori solidi dove esplica diverse funzioni 

promuoventi lo sviluppo del tumore119 Precedentemente abbiamo 

dimostrato che le sPLA2 sono potenti stimoli per la produzione di TNF-α 

dai macrofagi polmonari umani102, 103, 105. Pertanto in questo studio 

abbiamo valutato gli effetti di NECA, un analogo metabolicamente 

stabile dell’adenosina, sulla secrezione di VEGF-A e di TNF-α indotta 

dalla sPLA2 dai HLM. L’incubazione (37°C, 24 h) dei HLM con 

concentrazioni crescenti (0,1-10 µM) di NECA da solo induceva una 

secrezione significativa del VEGF-A alla più alta concentrazione 

esaminata (Figura 11). Viceversa, NECA non esercitava alcun effetto 

sulla secrezione di TNF-α (Figura 12). L’incubazione dei macrofagi con 

hGX (3 µg/ml) in presenza di concentrazioni crescenti (0,1-10 µM) di 

NECA esercitava un effetto sinergico sulla produzione di VEGF-A 
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rispetto a quella indotta da sPLA2 e da NECA singolarmente (Figura 

11). Considerato 100% come somma della secrezione netta di VEGF-A 

indotta dal NECA e hGX singolarmente, l’effetto sinergico del NECA 

aumentava in maniera concentrazione dipendente. In particolare, 

raggiungeva il ∼160% alla concentrazione di 0,1 µM fino ad arrivare al ∼ 

190% alla concentrazione di 10 µM. Viceversa, NECA sopprimeva in 

maniera concentrazione-dipendente la secrezione di TNF-α indotta da 

hGX (Figura 6). Pertanto, sia l’aumento della secrezione di VEGF-A che 

l’inibizione di TNF-α indotte da NECA erano significative alla 

concentrazione di 0,1 µM, e massime a 10 µM. Questi risultati indicano 

che NECA induce uno switch in senso angiogenico nei macrofagi 

polmonari attivati dalla sPLA2 attraverso la promozione della produzione 

di VEGF-A e l’inibizione della sintesi di TNF-α. 
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DISCUSSIONE 

 

I macrofagi sono cellule secretorie multifunzionali particolarmente 

abbondanti a livello delle superfici di contatto tra l’organismo e 

l’ambiente esterno. Queste cellule agiscono come sentinelle e sono 

probabilmente le prime, insieme ai mastociti, ad intervenire nelle risposte 

infiammatorie e nell’immunità innata contro agenti infettivi di tipo virale 

e batterico120. Molteplici evidenze sperimentali hanno documentato 

l’importanza dei macrofagi in diversi processi infiammatori cronici25, 121 

e nello sviluppo tumorale28, 122. L’esatto meccanismo attraverso il quale i 

tumori inducono angiogenesi è ancora sconosciuto. Negli ultimi anni, il 

ruolo della famiglia del VEGF emerge sempre di più nei meccanismi di 

regolazione dell’angiogenesi, della linfoangiogenesi e del 

rimodellamento tessutale in corso di patologie infiammatorie e 

neoplastiche3, 7.  

In questo studio abbiamo dimostrato che i macrofagi umani del 

parenchima polmonare esprimono costitutivamente mRNA per le 

principali isoforme di VEGF-A (121, 165 e 189) e per le due isoforme di 

VEGF-B (167 e 186) che svolgono un ruolo fondamentale 

nell’angiogenesi3. Inoltre, esprimono costitutivamente mRNA per 

VEGF-C e VEGF-D che regolano lo sviluppo dei vasi linfatici7. 

L’mRNA per le due isoforme di PlGF-1 e -2 non è stato rilevato. Le 
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proteine per VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D sono state rilevate 

mediante Western blot nei lisati cellulari dei HLM. Infine, il PlGF 

immunoreattivo non è stato rilevato nei macrofagi umani. In questo 

studio abbiamo dimostrato che i macrofagi secernono spontaneamente 

piccole quantità di VEGF-A durante un periodo di incubazione di 6 – 48 

ore. Due isoforme di sPLA2 umane (hGIIA e hGX) aumentano 

l’espressione e la secrezione del VEGF-A e del VEGF-C dai HLM e 

l’attività angiogenica di queste cellule attraverso un meccanismo 

indipendente dall’attività enzimatica e mediato dall’interazione con un 

recettore di membrana. Inoltre, l’attivazione dei HLM da parte delle 

sPLA2 in presenza di un analogo dell’adenosina induceva uno switch 

funzionale dei macrofagi attraverso l’aumento della produzione di 

VEGF-A e la soppressione di quella del TNF-α. 

Studi condotti su biopsie tessutali ottenute da pazienti con malattie 

infiammatorie e neoplastiche hanno dimostrato che i macrofagi 

esprimono VEGF-A, VEGF-C e VEGF-D26, 29. Tuttavia, il profilo di 

espressione dei VEGF può cambiare a seconda delle condizioni 

fisiopatologiche a cui i macrofagi sono esposti123-126. In questo studio 

abbiamo dimostrato che i macrofagi isolati dal tessuto polmonare 

esprimono costitutivamente VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, e VEGF-D sia 

a livello di mRNA che di proteina. HLM secernono spontaneamente 

piccole quantità di VEGF-A e di VEGF-C e i loro sopranatanti stimolano 
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la formazione di vasi sanguigni in un modello in vivo di angiogenesi. 

Questo implica che i macrofagi possiedono una capacità intrinseca di 

produrre VEGF, responsabili della angiogenesi che si osserva nei tessuti 

normali e in condizioni infiammatorie e tumorali. 

Recentemente, si è posta l’attenzione anche sul ruolo delle sPLA2 

nell’infiammazione tessutale e nella crescita tumorale61, 90, 127, 128. Gli 

effetti delle sPLA2 nell’angiogenesi sono stati scarsamente investigati. 

Rizzo et al. hanno dimostrato che le sPLA2, sia umane che estratte da 

veleno di serpente o d’ape, inducono la migrazione delle cellule 

endoteliali attraverso un meccanismo coinvolgente, al meno in parte, la 

loro attività enzimatica 77. Inoltre, evidenze indirette ottenute mediante 

l’uso di un inibitore dell’attività enzimatica della sPLA2 suggeriscono 

che le sPLA2 sono coinvolte nella proliferazione e migrazione delle 

cellule endoteliali indotta dal FGFβ o da VEGF-A 129. In questo studio, 

abbiamo riportato per la prima volta che due principali sPLA2 umane, 

hGIIA e hGX, inducono l’espressione e la secrezione di VEGF-A e di 

VEGF-C dai macrofagi polmonari umani. VEGF-A è il più potente 

mediatore angiogenico sinora identificato nei tessuti infiammati o 

tumorali3. VEGF-C è il principale fattore responsabile della 

linfoangiogenesi che si osserva durante la progressione tumorale e la 

formazione di metastasi6. Pertanto, i nostri risultati dimostrano che le 

sPLA2 prodotte nei siti dell’infiammazione e della crescita tumorale 
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possono modulare l’angiogenesi e la linfoangiogenesi attraverso la 

produzione di VEGF-A e di VEGF-C dai macrofagi. 

L’intervallo di concentrazione delle sPLA2 (1-10 µg/ml) che 

determina la produzione dei VEGF dai macrofagi è comparabile a quello 

riscontrato in vivo, almeno per quanto riguarda hGIIA. Infatti, nelle vie 

aeree di pazienti con malattie infiammatorie del polmone (e.s., asma 

bronchiale, BPCO, e sindrome da distress respiratorio nell’adulto) si 

riscontrano livelli di sPLA2 tra 1 e 10 µg/ml mentre i livelli di sPLA2 

dosati nel lavaggio broncoalveolare sono corretti per la diluizione del 

lavaggio130. A questo proposito, le nostre osservazioni sono 

particolarmente rilevanti perchè hGIIA e hGX sono entrambe espresse 

nel polmone umano e vengono secrete nel corso di malattie 

infiammatorie polmonari e dei tumori38, 57, 64, 131. Pertanto, è ragionevole 

pensare che, in vivo, la produzione di fattori angiogenici dai macrofagi 

avvenga nelle vie aeree umane, verosimilmente, in seguito alla 

secrezione di sPLA2, quali hGIIA e hGX. 

Le concentrazioni di hGIIA e hGX necessarie per l’induzione di 

una secrezione significativa di VEGF-A e VEGF-C sono comparabili, 

sebbene hGX sia più potente rispetto a hGIIA nell’indurre entrambi i 

VEGFs. Questi risultati concordano con i dati ottenuti precedentemente 

che dimostrano che hGX stimola maggiormente la secrezione di 

citochine e chemochine dai macrofagi rispetto a hGIIA71, 103, 105. Inoltre, è 
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importante notare che la secrezione di VEGF-A e di VEGF-C indotta da 

hGX è comparabile a quella mediata da principale attivatore dei 

macrofagi, LPS. In particolare, a concentrazione submicromolari (10 

µg/ml = 700 nM), hGX determinava la secrezione di una quantità di 

VEGF-A (∼1,600 pg per mg di proteine) e di VEGF-C (∼800 pg per mg 

di proteine) molto vicina a quella più alta documentata nei macrofagi 

stimolati111, 112, 132. Inoltre, i sopranatanti dei macrofagi stimolati con 

hGX inducevano una forte risposta angiogenica nel modello della CAM. 

Questo effetto è dovuto alla produzione di VEGF dal momento che hGX 

per se non stimolava l’angiogenesi in questo modello sperimentale. 

Pertanto, hGX sembra essere uno tra gli attivatori endogeni più potenti 

per la produzione di VEGF dai macrofagi. 

Esperimenti con inibitori metabolici mostravano che l’Act-D, la 

CHX e la Bre-A bloccavano la secrezione di VEGF-A e di VEGF-C 

indotta dalla sPLA2 indicando che questo evento era metabolicamente 

attivo e richiedeva la trascrizione dell’mRNA. Questo era confermato 

dalla nostra osservazione che hGX aumentava l’espressione dell’mRNA 

sia di VEGF-A che di VEGF-C. Sebbene le cinetiche di espressione di 

questi fattori erano simili, le cinetiche di secrezione erano differenti. 

Infatti, la secrezione di VEGF-A continuava oltre le 12-48 h, mentre 

quella di VEGF-C era massima a 24 h e ritornava a valori basali poco 

dopo. La seconda osservazione potrebbe essere spiegata considerando il 
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fatto che VEGF-C sia re-internalizzato nella cellula con un meccanismo 

mediato dal recettore VEGFR-3125 o che VEGF-C venga degradato da 

enzimi lisosomiali secreti in risposta alla stimolazione con le sPLA2
71. 

I risultati ottenuti con le sPLA2 cataliticamente inattive (mutante 

H48Q) indicano che l’attività enzimatica non è coinvolta nella 

produzione di VEGFs indotta dalla sPLA2. Gli esperimenti effettuati con 

gli inibitori Me-Indoxam e RO092906A dimostrano che questo effetto è 

verosimilmente mediato dalla attivazione del recettore di tipo M espresso 

sui HLM103, od un altro recettore non ancora identificato113. Sebbene 

Me-Indoxam ed altri composti simili furono inizialmente caratterizzati 

come inibitori dell’attività enzimatica delle sPLA2
89, successivamente fu 

scoperto che il legame con l’inibitore riduce drammaticamente l’affinità 

delle sPLA2 per il recettore di tipo M115. L’osservazione che i valori di 

IC50 di Me-Indoxam e RO092906A per inibire la secrezione di VEGF-A 

sono simili a quelli per l’inibizione dell’attività enzimatica89, 116 e per i 

legame con il recettore di tipo M115 suggerisce che il recettore implicato 

nella produzione di VEGFs indotta dalle sPLA2 sia il recettore di tipo M. 

Tuttavia, è opportuno ricordare che l’effetto inibente di Me-Indoxam e 

RO092906A non esclude una interazione di hGIIA e di hGX con altri 

bersagli espressi sulla membrana. In particolare, questi inibitori 

competitivi potrebbero prevenire l’interazione delle sPLA2 con altri 

recettori sinora non identificati113 che potrebbero legarsi alle sPLA2 
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attraverso un dominio situato nelle immediate vicinanze del dominio 

catalitico, come si verifica per il legame con il recettore di tipo M115. È 

importante notare che hGIIA induce l’adesione e la proliferazione della 

linea cellulare macrofagica U937 mediante l’interazione di un dominio 

distante dal sito catalitico della sPLA2 con alcune integrine (e.s., αvβ3 e 

α4β1)104. Dal momento che la capacità del Me-Indoxam di bloccare 

alcuni effetti delle sPLA2 resta da valutare, esiste la possibilità che 

hGIIA e hGX attivino la produzione di VEGFs nei macrofagi attraverso 

l’interazione con bersagli di membrana diversi dal recettore di tipo M. 

E’ noto che in alcune aree tumorali si verifica una transitoria o 

cronica ipossia133 che può condurre all’accumulo extracellulare di 

adenosina134. E’ noto che l’adenosina svolge un ruolo rilevante nei 

meccanismi patogenetici dell’asma bronchiale e delle malattie croniche 

ostruttive del polmone118. La stimolazione dei macrofagi con hGX in 

presenza di NECA, un analogo metabolicamente stabile dell’adenosina, 

induceva un aumento sinergico della secrezione di VEGF-A e riduceva 

quella di TNF-α. Leibovich et al. hanno dimostrato che NECA aumenta 

la produzione di VEGF-A dai macrofagi murini stimolati con LPS o altri 

prodotti batterici132, 135. Questo effetto è dovuto alla sinergia tra alcuni 

TLR e il recettore per l’adenosina di tipo A2A. Al pari dell’LPS, le sPLA2 

sono mediatori multipotenti che attivano diverse funzioni nei 

macrofagi100. Tuttavia, le sPLA2 sono anche mediatori endogeni secreti 
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in alcune malattie infiammatorie del polmone130 e nei tumori61. Questi 

processi patologici sono spesso associati ad un aumento della produzione 

locale di adenosina118, 119. Pertanto, è verosimile che in vivo le sPLA2 e 

l’adenosina siano prodotte simultaneamente nei siti dell’infiammazione a 

livello polmonare e nella crescita tumorale e cooperino nel promuovere il 

rimodellamento vascolare mediante la produzione di fattori angiogenici 

dai macrofagi. In questo contesto, l’osservazione che la combinazione 

della sPLA2 con un analogo dell’adenosina promuove l’attività 

angiogenica dei macrofagi fornisce una nuova informazione sui fattori 

derivati dai tumori implicati nello sviluppo dei TAM. Infatti, la maggior 

parte dei TAM esprime il fenotipo proangiogenico M2 caratterizzato da 

una aumentata produzione di VEGF-A e da una ridotta capacità di 

produrre TNF-α27-29. Attualmente si ritiene che il fenotipo 

proangiogenico sia indotto da mediatori locali prodotti nei siti di 

sviluppo tumorale26, 27, 29. Pertanto, è ipotizzabile pensare che la 

simultanea presenza di sPLA2 ed adenosina nei siti di crescita tumorale61, 

119 possa contribuire allo switch del fenotipo dei macrofagi, da un 

fenotipo M1, inibente lo sviluppo del tumore, ad un fenotipo M2, 

promuovente lo sviluppo del tumore. 

In conclusione, i risultati emersi da queste indagini hanno 

caratterizzato una nuova funzione delle sPLA2 ed ampliato il campo 

degli effetti fisiopatologici indotti da queste molecole nelle cellule 
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infiammatorie. L’inibizione delle risposte angiogeniche indotte dalla 

sPLA2 potrebbe rappresentare una strategia con cui ridurre l’angiogenesi 

e la linfoangiogenesi associata a malattie infiammatorie e neoplastiche 

del polmone. 
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LEGENDA DELLE FIGURE 

 

Figura 1: Espressione delle differenti forme di VEGF nei macrofagi 

umani 

Le cellule sono state lisate e l’RNA totale è stato estratto. 1 µg di 

RNA totale è stato retrotrascritto ed amplificato con 40 cicli di PCR 

utilizzando primers specifici per VEGF-A (isoforme 189, 165, e 121), 

VEGF-B (isoforme 186, e 167), VEGF-C, VEGF-D e GAPDH come 

gene housekeeping (vedi Tabella II). I prodotti dell’amplificazione 

specifica RT-PCR sono stati analizzati mediante elettroforesi su  gel di 

agarosio 1,5 %, marcati con etidio bromuro, visualizzati sotto 

illuminazione UV e digitalizzati attraverso un sistema di analisi. Questo 

esperimento è rappresentativo di 3 esperimenti nei quali sono stati 

ottenuti risultati sovrapponibili. 

 

Figura 2: Espressione delle proteine VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C e 

VEGF-D nei macrofagi umani 

Estratti proteici equivalenti (40 µg per campione) di HLM sono 

stati sottoposti ad immunoblotting con anticorpi anti-VEGF-A165 (gel I) e 

anti-VEGF-A189 (gel II), anti-PlGF (gel III), anti-VEGF-B (gel IV), anti-

VEGF-C (gel V), e anti-VEGF-D (gel VI). La proteina ricombinante umana 

rhVEGF-A165, le cellule MCF-7 (esprimenti VEGF-B), EBNA 
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(esperimenti PlGF) e le cellule Raw 264.7 (esprimenti VEGF-C e VEGF-

D) sono state utilizzate come controllo positivo. Le membrane sono state 

sottoposte a blotting con un anticorpo anti-GAPDH per confermare 

l’equivalenza del contenuto proteico per ogni campione. Questo 

esperimento è rappresentativo di 3 esperimenti nei quali sono stati 

ottenuti risultati sovrapponibili.  

 

Figure 3 e 4: Le sPLA2 inducono la secrezione di VEGF-A, VEGF-C 

dai HLM 

I macrofagi sono stati incubati (37°C, 24 h) con RPMI (Controllo) 

o con hGIIA, hGX, o LPS. Al termine dell’incubazione la secrezione di 

VEGF-A (Figura 3) e di VEGF-C (Figura 4) è stata valutata mediante 

ELISA. I dati sono la media ± ES di 4 esperimenti. 

*p<0,05 vs. controllo 

 

Figura 5: Espressione di VEGF-A nei sopranatanti di cellule 

stimolate con hGX 

I macrofagi sono stati incubati (37°C, 24 h) con RPMI (Controllo) 

o con hGX (3 µg/ml). Alla fine dell’incubazione i sopranatanti sono stati 

recuperati, concentrate per ultrafiltrazione e gli estratti proteici (40 µg 

per sample) sono stati analizzati mediante western blot usando un 

anticorpo anti-VEGF-A. rhVEGF-A165 è stato usato come controllo 
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positivo. La membrana è stata sottoposta a blotting con un anticorpo anti-

GAPDH per confermare l’equivalenza del contenuto proteico per ogni 

campione. Questo esperimento è rappresentativo di 3 esperimenti nei 

quali sono stati ottenuti risultati sovrapponibili.  

. 

Figura 6: Cinetica di secrezione dei VEGF indotta da hGX dai 

macrofagi umani 

I macrofagi sono stati incubati con RPMI [controllo, (○) e (□)] o 

con hGX [10 µg/ml, (●) e (■)].Ad ogni tempo indicato i sopranatanti 

sono stati centrifugati (800 x g, 4°C, 5 min). Il dosaggio di VEGF-A [(○) 

e (●)] e di VEGF-C [(□) e (■)] è stato eseguito mediante ELISA. I valori 

sono espressi come pg/mg di proteine e come media ± ES di tre 

esperimenti. 

*p<0,05 vs. controllo 

 

Figura 7: Cinetiche dell’espressione di mRNA per VEGFA165 e 

VEGFC in HLM stimolati con hGX 

Il grafico riassume l’analisi in real-time RT-PCR per VEGF-A165, e 

VEGF-C in HLM incubati con hGX (10 µg/ml) per i tempi indicati. 

L’espressione dell’mRNA per VEGF-A165 (●), e VEGF-C (○) indotta da 

hGX è indicata come rapporto dell’intensità di segnale delle bande 
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rispetto alle cellule non stimolate. I risultati sono stati normalizzati per 

GAPDH ed espressi come media ± ES di tre esperimenti.  

*p<0,05 vs. controllo 

 

Figura 8: Ruolo dell’attività enzimatica delle sPLA2 sulla secrezione  

sulla secrezione di VEGF-A dai macrofagi 

I macrofagi sono stati incubati (37°C, 24 h) con RPMI (controllo), 

hGIIA e hGX wild type, o con i mutanti H48Q di hGIIA e di hGX. Al 

termine dell’incubazione la secrezione di VEGF-A è stata determinata 

mediante ELISA. I risultati sono la media ± ES di 3 esperimenti.  

*p<0,05 vs. controllo 

 

Figura 9: Effetto di Me-Indoxam e RO092906A sulla secrezione di 

VEGF-A indotta da hGX 

hGX (3 µg/ml) è stata preincubata (37°C, 15 min) con RPMI, o con 

Me-Indoxam (●) o RO092906A (○) alle concentrazioni indicate. I 

macrofagi sono stati successivamente incubati (37°C, 24 h) con hGX (3 

µg/ml) o con le diverse combinazioni di hGX con Me-Indoxam (●) o 

RO092906A (○). Al termine dell’incubazione la secrezione di VEGF-A è 

stata determinata mediante ELISA. L’inibizione della secrezione di 

VEGF-A è stata rappresentata come percento della risposta massima 

calcolata come (R–Rb)/(Rmax–Rb) x 100, dove R rappresenta la secrezione 
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nei campioni trattati con la combinazione hGX + inibitore, Rb 

rappresenta la secrezione nelle cellule non trattate e Rmax rappresenta la 

secrezione nei campioni stimolati con hGX. I dati sono la media ± ES di 

tre esperimenti. La secrezione di VEGF-A indotta da hGX era di 661 ± 

83 pg/mg di proteine. Le linee continue e tratteggiate rappresentano la 

best fit per l’inibizione mediata Me-Indoxam e da RO092906A, 

rispettivamente. 

 

Figura 10: Attività angiogenica dei sopranatanti di HLM attivati 

dalla sPLA2 nel saggio della CAM 

Le CAM sono state impiantate con spugna di gelatina assorbita con 

buffer (A, controllo), con sopranatanti degli HLM incubati (24 ore a 

37°C) con RPMI (B, non stimolato) Me-Indoxam (C, 10-6 M), hGX (3 

µg/ml, D) o con la combinazione hGX + Me-Indoxam (E). Le CAM 

sono state esaminate quotidianamente fino al dodicesimo giorno e 

fotografate in ovo con uno stereomicroscopio ed i vasi sanguigni 

infiltranti le spugne sono stati contati ad un ingrandimento 50x. 

Gli esperimenti sono rappresentativi di tre esperimenti. Nel panello F, i 

dati sono espressi come numero di vasi formatesi radialmente intorno 

alla spugna e sono la media ± ES di tre esperimenti. 

*p<0,05 vs. controllo 
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Figure 11 e 12: Effetto dell’adenosina sulla secrezione di VEGF-A e 

TNF-α  indotta da hGX dai macrofagi 

I macrofagi sono stati incubati (37°C, 24 h) con RPMI (controllo), 

NECA (0,1-10 µM), hGX (3 µg/ml), o con la combinazione di hGX + 

NECA. La secrezione di VEGF-A e di TNF-α è stata determinata 

mediante ELISA. I dati sono la media ± ES di tre esperimenti  

*p<0,05 vs. controllo 

§p<0,05 vs. hGX 

 

 



Tabella I. Classificazione  delle  Fosfolipasi  A2 
Gruppo Sottogruppo Specie Origine Classe 

I A Serpenti — Secretoria 

B Mammiferi Polmone/rene/pancreas/milza Secretoria 

II A Mammiferi/
Serpenti 

Polmone/placenta/siero/milza/timo/midollo osseo/sinovia/ 
condrociti/cheratinociti/piastrine/mastociti/macrofagi 

Secretoria 

B Serpenti — Secretoria 

C Roditori — Secretoria 

D Uomo/Roditori Organi linfoidi/colon/pancreas/endotelio/ 
eosinofili/cheratinociti/mastociti 

Secretoria 

E Uomo/Roditori Cervello/cuore/polmone/placenta/muscolo liscio Secretoria 

F Uomo/Roditori Rene/fegato/placenta/sinovia/testicolo/timo/endotelio Secretoria 

III Uomo/Roditori Cuore/rene/fegato/muscolo scheletrico Secretoria 

IV A/B/C Mammiferi La maggior parte delle cellule di mammifero Citosolica 

V Uomo/Roditori Polmone/cuore/placenta/epitelio respiratorio/condrociti/ 
fibroblasti/cheratinociti/macrofagi/neutrofili 

Secretoria 

VI A-1/A-2/B Mammiferi La maggior parte delle cellule di mammifero Citosolica 

VII   (Acetilidrolasi) Mammiferi Plasma/fegato/rene/macrofagi Secretoria 

VIII A/B Uomo Cervello Citosolica 

IX Lumaca marina — Secretoria 

X Uomo/Topo Intestino/polmone/milza/timo/epitelio e endotelio respiratorio/macrofagi/
cheratinociti/neutrofili 

Secretoria 

XI A/B Piante — Secretoria 

XII A Uomo/Topo Cuore/cervello/intestino/rene/fegato/polmone/ 
pancreas/placenta/muscolo scheletrico 

Secretoria 

B Uomo Intestino/rene/fegato Secretoria 



Tabella II. Sequenza dei Primers e Condizioni per RT-PCR ed RT-PCR quantitativa (qRT-PCR) 

Reverse  CTTGAGGCTGTTGTCATACTTC 
Granata 2006 

Forward GTCCACTGGCGTCTTCAC 
55°C 141 GAPDH 

(qRT-PCR) 

Reverse  AGGCTCTCTTCATTGCAACAG 
NM_004469 

Forward  GTATGGACTCTCGCTCAGCAT 
52°C 226 VEGF-D 

(qRT-PCR) 

Reverse  CATTGGCTGGGGAAGAGTTT 
NM_005429 

Forward  ATGTTTTCCTCGGATGCTGGA 
52°C 197 VEGF-C 

(qRT-PCR) 

Reverse  AGGAAGAGCCAGTTGTAAGATG 

NM_003377 Forward  AGGACAGAGTTGGAAGAGGAG 
52°C 128 VEGF-B 

(qRT-PCR) 

Reverse  GCCATGTGTCACCTTCGCA 336 (Is186) 
NM_003377 

Forward  TGTCCCTGGAAGAACACAGCC 
59°C 

230 (Is167) VEGF-B 
(RT-PCR) 

Reverse  TGATTCTGCCCTCCTCCTTCTG 
NM_003376 

Forward  GCCTTGCCTTGCTGCTCTAC 
54.4°C 79 VEGF-A165 

(qRT-PCR) 

429 (Is189-206) 

357 (Is165) 

Reverse  GCCTCGGCTTGTCACATC 297 (Is145) NM_003376 

Forward  TCTTCAAGCCATCCTGTGTG 

51°C 

225 (Is121) 

VEGF-A 
(RT-PCR) 

Reverse GGTTACCTCCGGGGAACAG 516 (Is2) 
NM_002632 

Forward GAGGCTGTTCCCTTGCTTC 
51°C 

440 (Is1) PlGF 
(RT-PCR) 

Genbank Accession N° o Referenza Primer (5'-3') Temperatura di 
annealing (°C) 

Lunghezza 
del prodotto (bp) Target 



Tabella III. Effetto di Inibitori Metabolici sulla Secrezione di VEGF-A e di VEGF-C dai Macrofagi Umani 

VEGF-A 
(pg/mg di proteine) 

VEGF-C 
(pg/mg di proteine) 

Vehicle + hGX 650 ± 128 516 ± 79 

Actinomicina D + hGX  74 ± 18*    53 ± 23* 

Cicloesimide + hGX  70 ± 13*    56 ± 18* 

Brefeldina A + hGX  64 ± 15*    45 ± 19* 

I macrofagi sono stati preincubati (37°C, 30 min) con RPMI, actinomicina D (1 µg/ml), cicloesimide (10 µg/ml), o 
brefeldina A (10 µg/ml) e successivamente stimolate (37°C, 24 h) con hGX (3 µg/ml). La secrezione di VEGF-A e di 
VEGF-C è stata determinata nei sopranatanti mediante ELISA e mormalizzata per il contenuto totale di proteine. I dati 
sono la media ± ES di tre esperimenti  
*p<0,05 vs. Vehicle + hGX. 
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Figura 1: Espressione delle differenti forme di VEGF nei macrofagi   
umani 
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Figura 2: Espressione delle proteine VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D nei 
   macrofagi umani  
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Figura 3: Le sPLA2 inducono la secrezione di VEGF-A dai macrofagi umani 
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Figura 4: Le sPLA2 inducono la secrezione di VEGF-C dai macrofagi umani 
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Figura 5: Espressione del VEGF-A nei sopranatanti di cellule stimolate  
   con hGX 
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Figura 6: Cinetica di secrezione dei VEGF indotta dalla hGX dai macrofagi umani  
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Figura 7: Cinetiche dell’espressione di mRNA per VEGFA165 e VEGFC nei     

   macrofagi stimolati con hGX  
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Figura 8: Ruolo dell’attività enzimatica delle sPLA2 sulla secrezione di       
VEGF-A dai macrofagi  
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Figura 9: Effetto di Me-Indoxam e RO092906A sulla secrezione di     
VEGF-A indotta dalla hGX 
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Figura 10: Attività angiogenica dei sopranatanti di macrofagi attivati 
     dalla sPLA2 nel saggio della CAM  
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Figura 11: Effetto dell’adenosina sulla secrezione di VEGF-A indotta      
dalla hGX dai macrofagi 
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Figura 12: Effetto dell’adenosina sulla secrezione di TNF-α indotta       
dalla hGX dai macrofagi 
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