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1.1 IL COMPLEMENTO 

Il sistema del complemento (C) è un componente dell'immunità naturale, che 

svolge un ruolo essenziale nella difesa contro agenti infettivi e nella 

rimozione degli immunocomplessi, e rappresenta un importante mediatore del 

processo fio gistico [ 1]. 

Il sistema del C è composto da più di 30 proteine, tra componenti e regolatori, 

presenti nel plasma ed in altri liquidi biologici oppure legati alle membrane 

sia di cellule del sangue che di altri tessuti. 

I componenti del C sono molecole solubili che si attivano sequenzialmente 

per un processo di proteolisi limitata, dando origine ad enzimi che scindono i 

componenti successivi, secondo un meccanismo di attivazione a cascata. 

L'attivazione della sequenza complementare può avvenire essenzialmente 

attraverso tre vie: la via classica, che dipende dall'interazione del Clq con gli 

immunocomplessi o con aggregati immunoglobulinici; la via lectinica, che si 

attiva in seguito all'interazione della MBL (mannose-binding lectin) con 

strutture ricche di mannosio [2]; la via alternativa, che può essere attivata da 

numerose sostanze localizzate sulla superficie di batteri (LPS), funghi 

(zymosan), virus e parassiti, da prodotti di degradazione cellulare (enzimi 

lisosomiali), da enzimi della coagulazione e della fibrinolisi (trombina e 

plasmina) o può attivarsi spontaneamente (tickover). 

Tutte e tre le vie di attivazione del C portano prima all'attivazione del C3 e, 

successivamente, tramite la produzione del C3b, alla formazione delle C5 

convertasi, che danno avvio all'attivazione dei componenti terminali del 

sistema del e. 
La C5 convertasi lega il C5 e provoca il distacco del frammento C5a, di 

dimensioni minori, mentre il C5b, di dimensioni maggiori, espone il sito di 

legame per i componenti successivi. Il C5b è particolarmente instabile e viene 

inattivato in meno di 2 minuti se non viene stabilizzato dal legame con il C6. 

Quando il C5b6 si lega al C7, il complesso va incontro ad una transizione 
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strutturale idrofilica-anfifilica per cui, per alcuni millisecondi, espone siti di 

legame per i fosfolipidi di membrana. Il complesso e5b67 che si forma sulla 

membrana di una cellula bersaglio si inserisce nel doppio strato lipidico e lega 

il es e più molecole di e9, che polimerizzano formando il MAe (Membrane 

Attack Complex). Il complesso penetra ulteriormente nel doppio strato 

lipidico e produce un poro transmembranario che causa la lisi del bersaglio. 

Se la reazione avviene in fase fluida, il e5b7 perde rapidamente la capacità di 

legarsi a membrane cellulari attraverso il sito idrofobico e diffonde nel 

microambiente, mantenendo la capacità di legare i successivi componenti 

terminali es e e9. Si forma così un complesso terminale citoliticamente 

inattivo (iTCC) [3]. Il complesso terminale che si trova in circolo, in seguito 

alla attivazione del sistema, viene più frequentemente definito SC5b-9, in 

quanto presenta anche la proteina S o vitronectina [ 4]. 

Le cellule nucleate sono meno suscettibili alla lisi e-mediata rispetto a 

bersagli metabolicamente inerti come gli eritrociti, in quanto sono in grado di 

riparare le lesioni causate dal MAe e di liberarsene con meccanismi attivi di 

vescicolazione [ 5]. Tale osservazione ha fatto supporre che il MAe possa 

assemblarsi sulle cellule dell'ospite in quantità non sufficiente a causarne la 

lisi ma capace di attivarle. 

In generale, il sistema complementare svolge funzioni di difesa attraverso 

molteplici attività biologiche, legate a vari prodotti di attivazione che vengono 

liberati nel corso della sequenza complementare. Un compito importante è 

quello opsonizzante, per cui il C3b ed il C3bi, vale a dire il e3b inattivato, si 

legano ai bersagli da eliminare favorendo il loro ricoscimento da parte dei 

fagociti provvisti di recettori specifici. Il MAe può attaccare direttamente il 

bersaglio lisandolo, ma questo meccanismo di difesa non è sempre efficiente. 

Il complemento può anche contribuire ai processi di difesa promuovendo la 

flogosi e coinvolgendo in questo modo altre cellule nella neutralizzazione del 

bersaglio, e più precisamente i fagociti e le cellule endoteliali. Esamineremo 
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qui di seguito le interazioni che i componenti terminali del sistema 

stabiliscono con le cellule endoteliali (EC). 
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Rappresentazione schematica della cascata complementare. 
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1.2 L'ENDOTELIO 

L'endotelio riveste la parete interna dei vasi [ 6] ed il suo compito non è solo 

quello di fungere da barriera tra il sangue circolante ed i tessuti circostanti ma 

anche di regolare il flusso sanguigno nei diversi territori. L'endotelio inoltre 

inibisce il processo della coagulazione, controlla la diffusione di molecole e la 

fuoriuscita di cellule dal lume verso siti extravascolari [7]. Le EC hanno la 

capacità di rispondere prontamente a cambiamenti fisico-chimici che 

avvengono nel torrente circolatorio o nei tessuti, esprimendo sulla loro 

membrana nuove molecole o modificando l'organizzazione strutturale delle 

giunzioni cellulari. Condizioni patologiche, come i processi infiammatori, 

possono infatti alterare le funzioni fisiologiche dell'endotelio e promuovere la 

migrazione transendoteliale delle cellule ed alterare la permeabilità vascolare. 

Le EC giocano un ruolo essenziale nel mantenere costante il flusso sanguigno 

producendo sostanze che modificano il tono vascolare e promuovono il 

rilassamento delle cellule muscolari lisce vascolari, come l'NO e PGh [6]. 

L'endotelio contribuisce anche al regolare flusso sanguigno costituendo una 

superficie anti-trombotica. Infatti secerne e presenta sulla membrana 

numerose molecole che inibiscono la coagulazione e promuovono la 

fibrinolisi. Una di queste è la trombomodulina, che ha attività anticoagulante, 

essa circola complessata con la trombina [8] inducendo un cambiamento 

conformazionale in quest'ultima che porta ali' attivazione della proteina C. 

L'attività della proteina C è incrementata dal legame con la proteina S, 

prodotta dall'endotelio, e agisce inibendo la coagulazione inattivando i fattori 

V e VIII. Le EC producono anche gli eparansolfati che vengono rilasciati 

nella matrice extracellulare oppure rimangono sulla superficie cellulare 

formando uno strato anticoagulante, in quanto legano ed attivano 

l'antitrombina III, che inibisce principalmente la trombina [9]. L'endotelio 

inibisce l'attivazione della cascata coagulativa anche producendo l'inibitore 
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del tissue factor (TFPI), che blocca il fattore X attivato presente nel 

complesso tissue factor-fattore VII attivato e fattore X attivato [10]. 

Contaci system: Cellular injury: 
HMWK, PK, F Xli F Xlla, Kallikrein Tissue Factor (TF) 

~ ..---..... 
F Xl F Xla F Vlla F VII 

YxFIXa ~ j 
~ ~ / TFPI 

F VIII F VIiia ---~ F X F Xa ~ Antithrombin 
~' "---" 
'\"-, ~ombtin (F Il) 

""'--..... F V F Va ,_ ~ 

Activated Pro~:-·:~c- i Thr! mbin (F Ila) ~~.,.,,, 
f / Fb · Fibrin monomer \, 

Protein S \ ,/ 
1 ""0 l \ 

Protein C + Thrombomodulin .., .... / ) 

" 
;,:// Crosslinked fìbrin Fibrin multimer 

llt:.___/ 
Fa et or Xlii a Fa et or Xlii 
~ 

Schema della cascata coagulativa. 

Anche l'integrità fisica dell'endotelio è un fattore importante, in quanto 

impedisce il contatto dei fattori plasmatici della coagulazione e le piastrine 

con la matrice sottoendoteliale, che porterebbe all'attivazione del processo 

della coagulazione. E' stato dimostrato che le EC sono capaci di sintetizzare 

"in vitro" l'attivatore tissutale del plasminogeno (t-PA), che regola la 

fibrinolisi e mantiene il sangue in uno stato fluido [ 6]. Tuttavia alcune 

perturbazioni dell'endotelio possono indurre il cambio di stato da 

antitrombotico a protrombotico, uno dei fattori maggiormente coinvolti in 

questo fenomeno è la produzione del Tissue Factor (TF) da parte delle EC 
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attivate [ 11]. Il TF si lega al fattore VII attivato che attiva a sua volta il fattore 

X e si viene a formare un complesso tra il fattore X attivato, il fattore V 

attivato e i fosfolipidi della membrana. Tale complesso, noto come 

protrombinasi, converte la protrombina in trombina. Le EC partecipano alla 

coagulazione producendo anche l'inibitore dell'attivatore del plasminogeno 

(PAI-1) [12]. 

Le EC esercitano anche un ruolo importante nella regolazione del traffico 

cellulare dal compartimento intravascolare ai tessuti periferici. In condizioni 

fisiologiche l'endotelio forma una barriera fisica impedendo che i leucociti 

circolanti escano dal torrente circolatorio, fanno eccezione alcuni organi, 

come il tessuto linfatico, in cui i leucociti possono fuoriuscire liberamente dai 

vasi a livello delle venule post-capillari. Tuttavia, in seguito ad attivazione da 

parte di stimoli proinfiammatori, che possono agire sia dal lato intravascolare 

sia da quello extravascolare, le EC vengono attivate e presentano 

cambiamenti strutturali e funzionali. In particolare, le EC permettono 

l' extravasazione dei leucociti che passano attraverso le giunzioni intercellulari 

e raggiungono i tessuti. La migrazione dei leucociti verso i tessuti sede del 

processo infiammatorio è un fenomeno composto da più fasi che coinvolge 

l'interazione tra i leucociti, principalmente i neutrofili, e le molecole di 

adesione presenti sulle EC [ 13], come descritto nella tabella sottostante. 

La migrazione transendoteliale avviene a livello delle venule post-capillari ed 

inizia con la marginazione dei leucociti che cominciano a rallentare ed a 

rotolare sulla superficie endoteliale (rolling). A questa fase segue un'adesione 

stabile delle cellule che stabiliscono un contatto più stretto con l'endotelio 

(firm adhesion). Successivamente, i leucociti cominciano a muoversi lungo la 

superficie endoteliale, cambiano forma ed emettono pseudopodi, che si 

inseriscono tra le giunzioni delle cellule endoteliali dando avvio al fenomeno 

della "diapedesi". Un ruolo importante in questo processo è svolto da fattori 

chemiotattici, che richiamano i leucociti formando un gradiente. Le cellule 
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rimodellano il loro citoscheletro e s1 muovono in direzione del gradiente 

crescente del fattore chemiotattico. 

Rolling Adesione Diapedesi Migrazione 
Stabile 

Neutrofili Slex Integrine ~2 PECAM-1 Integrine ~ 1 e 
L-selectina ~2 

CD44 
Endotelio P-selectina ICAM-1 PECAM-1 Chemochine 

E- selectina ICAM-2 
L-selectina 
ligand 
CD34 

····••< , .. ' .. 

Il fenomeno della transmigrazione avviene grazie alla modificazione delle 

molecole di adesione sulle cellule endoteliali e leucocitarie. Per quanto 

riguarda l'endotelio predominano i cambiamenti quantitativi mentre per i 

leucociti sono più importanti le alterazioni qualitative [14]. Ogni fase della 

migrazione coinvolge diversi tipi di molecole d'adesione; nel "rolling" sono 

coinvolte le selectine mentre nell'adesione e nella diapedesi operano le 

integrine e le molecole appartenenti alla superfamiglia delle immunoglobuline 

[15]. 
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Il primo legame tra l'endotelio ed i leucociti e la fase di rolling avviene grazie 

ad un gruppo di molecole chiamate selectine, che sono presenti sulle EC. La 

selectina P è la prima ad essere presentata sulla membrana e compare pochi 

minuti dopo il contatto con lo stimolo, mentre la E-selectina (ELAM) richiede 

dalle 4 alle 6 ore per la sua presentazione sulla superficie cellulare [16]. 

Entrambi i tipi molecolari interagiscono con il ligando espresso sui leucociti, 

il carboidrato sialyl Lewis x. I leucociti, in seguito al contatto con le EC e le 

chemochine rilasciate dall'endotelio stesso, esprimono sulla loro membrana 

cellulare numerose molecole di integrine p2 che riconoscono altre molecole 

presenti sulle EC, alcune sono costitutive, come la Intercellular Celi Adhesion 

Molecule (ICAM-2), e altre sono esposte solo dopo la stimolazione (ICAM-

1). L'interazione tra questi due gruppi di molecole permette un'adesione 

ferma che porta poi al passaggio dei leucociti attraverso le giunzioni 

interendoteliali. Il movimento direzionale dei leucociti è mediato 

dall'interazione omotipica tra le molecole di PECAM-1 presenti sia su queste 

cellule che a livello delle giunzioni tra le EC, e dall'azione delle molecole 

rilasciate dalle EC, come l 'IL-8, o che rimangono associate alla membrana 

cellulare, come il Platelets Activating Factor (PAF) [14]. E' stato inoltre 

dimostrato che, oltre al PECAM-1, anche la VE-caderina è importante per la 

extravasazione dei leucociti [17-19]. 
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1.3 RAPPORTI TRA ENDOTELIO E SISTEMA DEL COMPLEMENTO 

Numerose molecole circolanti nel sangue possono interagire con l'endotelio 

portando all'attivazione della cascata della coagulazione o all'insorgenza dei 

fenomeni proinfiammatori. Tra le molecole che possono reagire con le EC ci 

sono anche i prodotti di attivazione del sistema del C. I componenti di tale 

sistema possono prendere contatto con l'endotelio sia dalla parte luminale che 

da quella abluminale, infatti la maggior parte dei componenti è sintetizzata dal 

fegato e rilasciata nel sangue, ma è noto che alcune molecole possono essere 

secrete anche dai macrofagi e dai fibroblasti nei tessuti. Più recentemente è 

stato dimostrato che anche le EC possono sintetizzare e secernere componenti 

del sistema. 

Il legame di componenti complementari alle EC può indurre cambiamenti 

strutturali e funzionali caratterizzati dalla contrazione cellulare, espressione di 

molecole di adesione e fattori procoagulanti, rilascio di chemochine e 

modificazione del tono vascolare. Questi cambiamenti sono molto simili a 

quelli causati da altri stimoli proinfiammatori come citochine o LPS. Le 

modificazioni endoteliali possono essere transienti e localizzate e riflettono la 

capacità delle cellule di adattarsi ad ogni tipo di perturbazione presente nel 

tessuto circostante. In alcune situazioni l'attivazione delle EC causata dal C 

può diventare persistente ed incontrollata portando a cambiamenti sostanziali 

che inducono alterazioni dei vasi. 

1.3.1 EFFETTI INDOTTI DAI PRODOTTI DI ATTIVAZIONE DEL C SULLE EC 

Le EC offrono numerosi siti di legame per i componenti attivati del C. Le EC 

possono interagire con il C 1 q in modo indipendente dagli altri componenti 

mediante un recettore di membrana. Fino ad oggi sono stati scoperti tre 

recettori presenti sulle EC capaci di riconoscere diverse porzioni del Cl q. 

Uno di questi, il C 1 qR(P), riconosce la parte colla genica ed è una molecola 

transmembrana di tipo I, ed è il maggior candidato a riconoscere e legare il 
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C 1 q libero in seguito all'attivazione del sistema "in vivo" [20, 21]. La parte 

collageni ca del C 1 q è riconosciuta anche da un altro recettore, il cC 1 qR o 

calreticulina [22], mentre la parte globulare interagisce con il recettore gC 1 q 

[23]. Il Clq attivato stimola l'endotelio ad esprimere E-selectina, ICAM-1 e 

VCAM-1 e promuove l'adesione dei leucociti [24] mentre l'interazione del 

C 1 q con i recettori presenti sulle EC induce il rilascio di IL-8, IL-6 ed MCP-

1. Questi dati suggenscono che il C 1 q contribuisce a mantenere 

l'infiammazione, ma le EC possono controllare l'attivazione del C 

aumentando l'espressione dei recettori per il C 1 q quando stimolate con 

citochine proinfiammatorie [25, 26]. Il sistema del e è collegato alla 

coagulazione e uno di questi punti d'incontro è rappresentato dal recettore per 

la parte globulare del Clq (gClqR) che è capace di legare anche il 

chininogeno ad alto peso molecolare ed il fattore XII [27]. 

Studi recenti hanno dimostrato che anche la mannose binding lectin (MBL ), 

una lectina calcio dipendente che riconosce il mannosio e la N-

acetilglucosammina presente su batteri, funghi e altri agenti infettivi, è capace 

di legarsi alle EC; tuttavia sembra che il legame non avvenga in condizioni 

fisiologiche ma durante l'ipossia [28]. 

I prodotti dell'attivazione del C possono anche influenzare la migrazione 

transendoteliale dei leucociti attraverso le giunzioni intercellulari. Infatti il 

complesso C5b67 induce la retrazione delle cellule endoteliali [29], può 

trasmettere un segnale di attivazione cellulare inducendo l'influsso di Ca2
+ nei 

neutrofili, ed è chemiotattico per i granulociti neutrofili ed eosinofili [30]. 

E' stato dimostrato che le HUVEC (Human Umbelical Vein Endothelial 

Cells) possono legare anche il C5a e che esprimono il recettore per questo 

frammento in modo non dipendente dalla stimolazione con citochine [31]. 

Oltre alle HUVEC si è visto che il recettore del C5a viene espresso anche 

dalle EC del polmone e del cervello, e in quest'ultimo solo durante i processi 

infiammatori [32, 33]. L'interazione del C5a con le EC porta all'espressione 
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della P-selectina e all'adesione dei neutrofili. Ogni fase dell'interazione tra 

leucociti e cellule endoteliali può essere infatti influenzata dal C5a e dal 

complesso terminale in forma sublitica ed in forma citoliticamente inattiva 

(iTCC). 

Sia il C5a che il MAC in concentrazione sublitica inducono l'espressione 

della sola P-selectina [31, 34 ], favorendo pertanto il rolling dei neutrofili. Il 

MAC sublitico può indurre l'espressione della E-selectina e dell'ICAM-1 [35] 

solo se è presente contemporaneamente il Turnar Necrosis Factor (TNF) con 

il quale svolge un effetto sinergico. Le cellule endoteliali inoltre possono 

essere attivate dal MAC sublitico a produrre ed a secernere IL-8, MCP-1 [36] 

e il PAF [37]. 

Il C3 ed il TCC legano le EC come conseguenza dell'attivazione 

complementare modulata da anticorpi che fissano il C e che reagiscono con 

antigeni presenti sulla superficie delle EC. La presenza di questo tipo di 

anticorpi è stata osservata in pazienti che presentavano malattie autoimmuni 

associate a vasculiti o in seguito a rigetto iperacuto del trapianto. Più 

frequentemente il e si attiva nel plasma per la presenza di attivatori circolanti, 

come LPS, o in seguito all'esposizione della matrice sottoendoteliale causata 

da un danno fisico dell'endotelio o all'arretramento delle EC come risposta a 

citochine o ad altri mediatori infiammatori [38]. 

Anche il TCC nella sua forma citoliticamente non attiva, che si ritrova in 

circolo in seguito a condizioni cliniche associate ad una massiva attivazione 

complementare, come sepsi, SLE (lupus eritematoso sistemico) o durante la 

circolazione extracorporea, può legarsi alle membrane endoteliali. Studi 

condotti nel nostro laboratorio hanno infatti dimostrato che l'iTCC lega la 

superficie delle EC in modo dose-dipendente nonostante abbia perso la sua 

capacità citolitica [16], spingendoci a studiare gli effetti biologici dell'iTCC 

nella promozione della flogosi. L'iTCC è stato considerato per molto tempo 

un prodotto di attivazione del sistema complementare apparentemente senza 
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funzione specifica. Il punto di partenza per attribuire a questo complesso un 

ruolo ben definito è stato l'osservazione clinica che pazienti con deficienza 

ereditaria degli ultimi componenti complementari presentano una spiccata 

suscettibilità a meningite meningococcica ma, a differenza dei pazienti con 

complemento normale, presentano con rumore frequenza shock settici, 

coagulazione intravasale e porpora [39, 40]. A questo, si sono aggiunte 

osservazioni "in vivo" che dimostravano in diverse patologie depositi di 

complesso terminale sulle pareti dei vasi in seguito a massiva attivazione 

complementare [ 41]. Nostri dati precedenti hanno permesso di documentare 

che l'iTCC è capace di indurre l'espressione di ELAM, di VCAM-1 e di 

ICAM-1 dimostrando che l'iTCC promuove il processo flogistico. Più 

recentemente studi condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che le 

cellule endoteliali rappresentano un bersaglio preferenziale, oltre che per il 

C5a [31] ed il C3bi [42], anche per l'iTCC e che queste interazioni 

promuovono la flogosi favorendo l'adesione, la migrazione e l'accumulo 

tissutale di neutrofili [ 43]. 

1.3.2 SINTESI DEI COMPONENTI COMPLEMENTARI DA PARTE DELLE EC 

I componenti complementari ed i regolatori del sistema sono sintetizzati 

principalmente dagli epatociti. Tuttavia si è visto che anche cellule di altri 

organi e tessuti possono produrli [ 44]. Considerando che l'endotelio ricopre 

una vasta superficie del torrente circolatorio, numerosi sono stati gli studi che 

si sono occupati di esaminare la capacità delle EC di sintetizzare i componenti 

complementari [6]. Fino ad oggi è noto che le EC sintetizzano C3 [45], il 

fattore B [ 46] ed alcuni dei componenti terminali del C [ 4 7]. Recentemente 

studi condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che le EC isolate dalla 

vena del cordone ombelicale umano (HUVEC) sono in grado di produrre e 

secernere il C7 ed il C3. E' stato dimostrato che le citochine modulano la 

secrezione del C3 e del C7 in modo diverso, in particolare l'IFN-y provoca 
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una drastica riduzione della secrezione del e7 e non altera quella del e3, 

mentre il TNF-a e l'IL-la inducono un aumento significativo del e3 ma non 

del e7 [48]. 

Un'osservazione particolarmente importante è quella che le Ee sintetizzano 

più regolatori rispetto ai componenti complementari. I regolatori che sono 

prodotti dall'endotelio comprendono il el-inhibitor [49], i fattori H ed I [50, 

51] e le proteine legate alla membrana eD46 (DAF), eD55 (MeP) e eD59 

[ 5 2-5 4]. Il fatto che le Ee sintetizzino predominantemente i re go latori de 1 

complemento rispetto agli altri componenti del sistema, può essere attribuito 

all'esigenza che hanno queste cellule di essere protette dal continuo attacco 

del e, che può derivare dai componenti attivati rilasciati nel plasma o nei 

fluidi extravascolari. Il e7 secreto dalle Ee molto probabilmente gioca un 

ruolo protettivo controllando l'effetto citolitico del ree formato vicino alla 

membrana e capace di causare un danno alla cellula [48]. E' noto infatti che, 

durante l'attivazione del sistema del C, il C5b6 si lega al C7 producendo una 

transitoria modificazione idrofilica-anfifilica che conferisce al complesso 

trimolecolare, appena formato, la capacità di legarsi allo strato fosfolipidico 

della membrana cellulare [55]. Il complesso trimolecolare formato perde 

molto rapidamente la capacità di legarsi alle membrane, ma mantiene quella 

di legare la proteina S e gli altri componenti terminali, portando alla 

formazione del ree citoliticamente inattivo che a seconda che presenti la 

proteina S o meno è chiamato Se5b-9 o iree [ 56]. Anche se il complesso 

terminale formato non è più capace di causare la lisi cellulare esso può ancora 

legarsi alle cellule stimolando la flogosi e la coagulazione [16, 43]. 



SCOPO DELLA RICERCA 16 

2 SCOPO DELLA RICERCA 



SCOPO DELLA RICERCA 17 

La prima parte di questa tesi si sviluppa sull'ipotesi che il complesso 

terminale del e citoliticamente inattivo possa promuovere anche un' altro 

aspetto del processo infiammatorio: l'aumento della permeabilità vascolare. 

Numerose sono le evidenze portate dalla letteratura che il complesso 

terminale del complemento, in seguito all'attivazione massiva del sistema, 

promuove diverse fasi del processo flogistico. E' noto, infatti, che tale 

complesso molecolare, interagendo con l'endotelio, stimola l'attività 

procoagulante del fattore tissutale prodotto dalle EC stesse e, inoltre induce 

l'espressione delle molecole di adesione e la migrazione transendoteliale dei 

leucociti neutrofili [16, 43]. Lo scopo del nostro lavoro è stato quindi quello 

di valutare il contributo dell'iTCC e della sua forma presente nel torrente 

circolatorio, l' SC5b-9, all'induzione della permeabilità vascolare nel corso 

della flogosi. Inizialmente, abbiamo voluto accertare se il complesso potesse 

promuovere l'aumento della permeabilità endoteliale, utilizzando un modello 

"in vitro". Abbiamo poi studiato il ruolo dell'endotelio in questo fenomeno 

andando a considerare quali potessero essere i fattori coinvolti nell'aumento 

della permeabilità, utilizzando particolari inibitori del P AF e del sistema delle 

chinine, che sono molecole particolarmente coinvolte nelle risposte 

endoteliali durante questa fase della flogosi. I dati ottenuti con il modello "in 

vitro" sono stati supportati anche da esperimenti condotti "in vivo" nel ratto. 

Infine abbiamo voluto esaminare l'effetto dell'SC5b-9 sull'integrità 

dell'endotelio utilizzando tecniche di microscopia elettronica a trasmissione 

su sezioni del microcircolo mesenterico "ex vivo". 

Nella seconda parte della tesi abbiamo voluto prendere in esame la possibilità 

che il C7 fosse presente sulla membrana delle EC e potesse agire da accettore 

silente per i componenti complementari terminali attivati, garantendo alle EC 

una protezione contro un'eccessiva attivazione del sistema. 
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Il complesso terminale si forma nel torrente circolatorio, e si deposita in 

alcuni tessuti come il miocardio [57], il rene [58], la sinovia [59] o il sistema 

nervoso centrale [60], in condizioni patologiche. E' noto, infatti, che i 

componenti complementari, compresi quelli terminali, sono sintetizzati non 

solo dalle cellule epatiche, che rappresentano il più importante sito di 

produzione di questi componenti per il sangue circolante, ma anche da molte 

altre cellule presenti nei tessuti, come macrofagi, fibroblasti e cellule 

endoteliali [ 44]. Si è visto, inoltre, che le Ee sintetizzano i regolatori del e in 

quantità maggiore rispetto agli altri componenti [ 49-52, 54]. Studi condotti 

nel nostro laboratorio avevano dimostrato che le HUVEe sono in grado di 

sintetizzare e3 e e7 [48]. 

Per valutare la presenza dei componenti e3 e e7 sulla membrana abbiamo 

applicato diverse tecniche comprendenti l'ELISA, la microsopia a 

fluorescenza e quella elettronica a trasmissione. Inoltre, dopo aver dimostrato 

la presenza sulla membrana cellulare del e7 ma non del e3, abbiamo studiato 

i possibili ruoli funzionali di tale molecola, accertando una sua eventuale 

attività di "decoy acceptor" per gli altri componenti complementari. In 

particolare, è stato valutato un possibile effetto protettivo svolto dal e7 di 

membrana sulle Ee nei confronti del ree solubile. Abbiamo studiato quindi 

come la formazione del complesso terminale sul e7 di membrana (mree) 

inibisca l'effetto proinfiammatorio svolto dal ree solubile sulle Ee, 

valutando l'espressione delle molecole di adesione, la produzione di IL-8 e 

l'aumento della permeabilità vascolare. 
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Platelet-Activating Factor and Kinin-Dependent Vascular 
Leakage as a Novel Functional Activity of the Soluble 
Terminal Complement Complex 

Fleur Bossi,* Fabio Fischetti, t Valentina Pellis, * Roberta Bulla,* Elisabetta Ferrero, § 

Tom Eirik Mollnes,* Domenico Regoli,ii and Francesco Tedesco* 

The infrequent occurrence of septic shock in patients with inherited deficiencies of the terminal complement components expe-
riencing meningococcal disease led usto suspect that the terminal complement complex is involved in vascular leakage. To this end, 
the permeabilizing eff ect of the cytolytically inactive soluble terminal complement complex (SCSb-9) was tested in a Transwell 
system measuring the amount of fluorescein-labeled BSA (FITC-BSA) leaked through a monolayer of endothelial cells. The 
complex caused increased permeability to FITC-BSA after 15 min as opposed to the prompt response to bradykinin (BK). The 
effect of SCSb-9 was partially reduced by HOE-140 or CV-3988, two selective antagonists of BK B2 and platelet-activating factor 
receptors, respectively, and was completely neutralized by the mixture of the two antagonists. Also, DX-88, a specific inhibitor of 
kallikrein, partially inhibited the activity of SCSb-9. The permeabilizing factor(s) released after 30 min of incubation of endothelial 
cells with SCSb-9 caused a prompt leakage of albumin like BK. Intravital microscopy confirmed both the extravasation of 
circulating FITC-BSA across mesenteric microvessels 15 min after topical application of SCSb-9 and the complete neutralization 
by the mixture of HOE-140 and CV-3988. SCSb-9 induced opening of interendothelial junctions in mesenteric endothelium 
documented by transmission electron microscopy. The Joumal of lmmunology, 2004, 173: 6921-6927. 

T he endothelium is a potential target of biologically active 
products of the complement system released in the circu-
lation and in the extravascular ftuids in several clinica) 

conditions associated with marked C activation. One consequence 
of endothelial celi stimulation is the promotion of leukocyte traffic 
resulting in the initiation and progression of the inftammatory pro-
cess, but additional biological effects induced by C activation on 
endothelial cells include triggering of coagulation and regulation 
of the vascular tone (1-3). 

The membrane attack complex (MAC)3 formed by the late C 
components may be assembled on the surface of endothelial cells 
as a result of C activation by cell-bound Abs. Cytolysis of target 
cells has been considered for years the best known function of this 
complex following its insertion into the phospholipid bilayer of the 
celi membrane. Data accumulated during the last 10-15 years bave 
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elucidated a number of noncytolytic effects induced by sublytic 
MAC on endothelial cells including mobilization of P-selectin (4), 
release of chemokines (5), growth factors (6), and platelet-activat-
ing factor (PAF) (7), and increased expression of E-selectin and 
ICAM-1 in cooperation with TNF-a (8). Stimulation of prothrom-
binase activity (9) and tissue factor expression (10) and promotion 
of PGI2 release (11) leading to modulation of the vascular tone 
represent additional effects of sublytic MAC. Most of these activ-
ities are induced through the action of IL-1 a produced by endo-
thelial cells stimulated by the e complex (2). 

The terminal C complex (TCC) that assembles in the fluid phase 
and fails to insert into the celi membrane rapidly decays becoming 
cytolytically inactive. This complex known as SC5b-9, where S 
stands for S protein or vitronectin, is detected in the circulation and 
in the extravascular fl.uid and is commonly regarded as an irrele-
vant byproduct of C activation (12), although a possible effect of 
SC5b-9 was postulated by Ishikawa et al. (13) in pulmonary hy-
draulic conductivity. We bave previously shown that a cytolyti-
cally inactive complex (iTCC), prepared by incubating purified 
late components and differing from SC5b-9 for the lack of vitro-
nectin and clusterin, despite the inability to lyse target cells, was 
still able to bind to endothelial cells and to stimulate these cells to 
express adhesion molecules and tissue factor ( 14 ). In subsequent 
studies, evidence was also provided indicating that iTCC applied on 
the abluminal side of the endothelial cells promoted transendothelial 
migration of polymorphonuclear leukocytes (PMN) in a Transwell 
system and leukocyte traffic across rat mesente1ic venules monitored 
in vivo by intravital microscopy (15). More recently, iTCC injected 
into the lateral ventricle of the CNS in rats was found to recruit in-
travascular PMN into the tissue and the cerebrospinal ftuid and 
SC5b-9 purified from human serum proved to be as effective as iTCC 
(16). SC5b-9 is the inactive complex detected in measurable amounts 
in patients with septic shock ( 17, 18), immune compi ex diseases ( 19), 
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severe traumata (20), cardiopulmonary bypass. and other therapeutic 
procedure including extracorporea} circulation of blood (21 ). 

The finding that iTCC interacts with endothelial cells, stimulat-
ing the expression of adhesion molecules and transendothelial mi-
gration, led us to investigate the ability of this complex to induce 
increased permeability of the endothelium. This function is usually 
associated with C3a and C5a, but the clinica} observation that 
meningococcal disease occurring in patients with inherited defi-
ciencies of the late C components is less frequently complicated by 
purpura, hypotension, and septic shock (22, 23) than in patients 
with normai C activity suggests that TCC may also be implicated 
in the induction of the vascular leakage. Because these clinica! 
complications are associated with structural and functional 
changes of the endothelium resulting in increased permeability and 
tissue edema (24), it is conceivable that C-deficient patients are 
protected from vascular leakage because of their failure to form 
TCC. In addition, the trimolecular complex C5b-7 inserted into 
celi membrane as a result of Ab-dependent C activation was shown 
by Saadi and Platt (25) to induce transient gap formation. 

On the basis of these findings, we decided to investigate whether 
the inactive TCC was able to increase vascular permeability using 
in vitro and in vivo models. Data are presented indicating that 
iTCC and SC5b-9 are both effective in inducing vascular leakage 
and that this effect is mediated by bradykinin (BK) and PAF. 

Materials and Methods 
e components, antisera, and other reagents 

Purified late C components C7, CS, and C9 were purchased from Quidel 
(San Diego, CA). The mAb aE 11 recognizing a C9 neoepitope, and rabbit 
polyclonal Abs to C9 and to vitronectin were reported in previous publi-
cations ( 14, 26, 27). Goat antiserum to human CS was purchased from 
Quidel: alkaline phosphatase-labeled affinity-purified Abs from goat to 
mouse IgG were obtained from Sigma-Aldrich (Milan, Italy). The IgG 
were purified from the antisera by affinity chromatography on a protein 
G-Sepharose column (Pharmacia Biotech, Milan, Italy). FITC-conjugated 
BSA was purchased from Sigma-Aldrich, and the PAF receptor antagonist 
CV-39SS was from Biomol (Plymouth Meeting, PA). BK and BK B2 re-
ceptor antagonist HOE-140 were kindly provided by Dr. W. Neugebauer 
(Sherbrooke University, Quebec, Canada), and DX-SS was obtained 
through the courtesy of Dr. Tony Williams (Dyax, Camb1idge, MA). 

Preparation of TCC 

CSb6 and iTCC were prepared as previously reported (14). Briefty, the 
CSb6 complex was purified from yeast-activated C7-depleted serum, and 
iTCC was obtained by mixing CSb6 and the remaining late C components 
C7, CS, and C9 at optimal ratio. SCSb-9 was prepared as published in detail 
by Casarsa et al. (16) incubating CSb6 complex and CS-deficient human 
serum as a source of the late C component and the ftuid phase C regulators 
vitronectin and clusterin. The mixture of CSb6 and C7-deficient human 
serum, which was unable to support assembly of SCSb-9, served as a 
negative contro!. Ali the assembled C complexes were then purified by fast 
protein liquid chromatography on a Superose 12 column (Pharmacia Bio-
tech, Milan. Italy) and quantitated by ELISA using mAb aEl l reacting 
with a neoepitope exposed on activated C9 as capture Ab and goat IgG 
anti-human CS as detecting Ab (14). 

Endothelial celi leakage 

HUVECs were isolated from three to five normai umbilical cords by col-
lagenase digestion and grown in tissue culture plates (Costar, Cambridge, 
MA) coated with 2% endotoxin-free gelatin (14). The cells (2 X 104) were 
seeded onto polycarbonate inserts of a 24-well Transwell system (6.S-mm 
diameter, 3-µm-diameter pores; Costar) coated with 2% gelatin and used 5 
days after plating (15). Each Transwell was checked for the formation of 
intact monolayer on the insert by adding FITC-BSA (I mg/ml) to the upper 
chamber and measuring the amount of labeled BSA passed into the lower 
chamber by a Fluostar (SLT Labinstruments, Grodig, Austria). The Tran-
swells were used only when the intensity of ftuorescence in the lower 
chamber was negligible; in this case, the stimuli were added to the upper 
chamber together with FITC-BSA, and the ftuorescence was evaluated in 
the lower chamber at various time intervals. 

Assessment of vascular penneability by intravital microscopy 

Ali the in vivo experiments were perfonned on male Wistar Kyoto rats 
weighing 250-270 g and anesthetized i.p. with sodium thiobarbital (100 
mg/kg). A procedure previously described in detail was followed for the 
surgical preparation of rats (15). FITC-BSA diluted in sterile saline was 
slowly infused into the femoral vein at a concentration of l S mg/kg 30 min 
before the start of the experiment. After the incision of the abdominal wall, 
a portion of the ileal mesentery was gently draped over a Plexiglas trans-
parent pedestal placed on an adjustable stage of an upright microscope 
(model BX50Wl; Olympus Optical, Tokyo, Japan). Two hundred micro-
liters of sterile saline containing 4 µg of either SC5-9 or BK to the final 
concentration of 10-7 was topically applied to the exposed mesentery for 
5 min followed by superfusion (I ml/min ftow rate) with sterile buffered 
saline at 37°C throughout the experiment. The microvascular areas were 
transilluminated with a 12-V, 100-W direct current-stabilized light source 
and viewed through a X 10 saltwater dipping objective (Olympus Optical) 
fitted for epiftuorescence. The images of the distribution of FITC-BSA 
were recorded by a charge-coupled device camera (SensiCam PCO, 
Kelheim, Germany) connected through a PCI-interface board to a computer 
device, and analyzed off-line using a dedicated imaging software (Ana-
lytica Lite, Milan, Italy). The leakage of FITC-BSA across mesenteric 
venules was analyzed in 20- X 50-µm windows positioned within the 
venule (vFI) and in the perivenular interstitium (iFI), 50 µm away from the 
vessel wall. At least two fields of observations, each including distinct 
unbranched postcapillary venules (35-40 µm in diameter and 100 µm 
long), were selected for the analysis. The ftuorescent intensity (FI) of ex-
travasated FITC-BSA was assessed automatically using the imaging soft-
ware analysis and calculated as mean value of gray levels ranging between 
O (black) and 255 (white). The albumin leakage index was expressed as the 
ratio iFl:vFI. 

Transmission electron microscopy 

Biopsy specimens obtained from the ileal mesentery after perfusion with 
different stimuli were washed twice with PBS and once with O. I M cacodylate 
buffer and then minced in l-mm2 pieces. After fixation with 3% glutaraldehyde 
for 3 h at room temperature, the pieces were wa5hed and treated with Os04 for 
1 h. After two washings with O. I M cacodylate buffer (pH 7.4 ), they were 
serially dehydrated in ethanol, infiltrated with propylene oxide, and embedded 
in DERR 332 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Tissue sections 
were cut with an ultramicrotome (Leika Ultracut UCT, Vienna, Austria) and 
collected on 200-mesh copper grid. Tue grids were stained with uranyl acetale 
and lead citrate and viewed under a Philips EM 20S transrnission electron 
microscope (Philips, Eindhoven, Tue Netherlands). 

Statistica/ analysis 

Results were expressed as mean ± SD. Data were compared by ANOV A 
using post hoc analysis for paired multiple comparisons with Fisher's cor-
rected t test. p values of <0.05 were considered statistically significant. 

Results 
Terminal complement complexes induce endothelial 
permeabilization 

In the first series of experiments, we tested the ability of iTCC and 
SC5b-9 to cause leakage of FITC-BSA through a confluent mono-
layer of HUVECs using a concentration of the complexes (5 µ,gl 
ml) that in our previous study proved to be effective in promoting 
transendothelial migration of PMN (15). The effect of these two 
cytolytically inactive complexes were compared with that of the 
known permeabilizing polypeptide BK, used as a positive contro], 
and was evaluated at various time intervals after their addition to 
HUVECs (Fig. lA). As expected, BK produced a rapid effect that 
began to appear after 5 min and increased thereafter up to 30 min. 
The percentage of FITC-BSA that leaked into the lower charnber 
of the Transwell at 30 min was calculated to be ~5%. By contrast, 
iTCC was ineffective for the first 15 min and reached the maximal 
permeabilizing effect at 30 min resulting in ~4.8% leakage of 
FITC-BSA. The results obtained with SC5b-9 were essentially 
similar to those seen with iTCC. Because the degree of perrneabil-
ity to BSA remained unchanged from 30 min to up to 90 min of 
observation (data not shown), we decided to stop the analysis of 
the leakage 30 min after the addition of the reagents. We also 
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FIGURE 1. Kinetic analysis of BSA and TCC Jeakage rhrough 
HUVECs. The cells were grown to conftuence omo the inse11s of Tran-
swells and exposed to BK ( 10-6 M), iTCC (5 µ.g/ml). or SC5b-9 (5 µ.g/ml) 
added lo the upper chamber. The passage of BSA (A) into the Jower cham-
ber at various time intervals was evaluated by Fluostar and that of iTCC or 
SC5b-9 (8) was measured by ELISA. Values as means ::!:: SO of duplicate 
determinations of four separate experiments. •, p < 0.01 vs medium. 

measured the amounts of the two C complexes that had passed 
through the HUVEC monolayer at various time intervals and 
found detectable levels of these complexes in the lower chamber of 
the Transwell only after 30 min (Fig. IB). 

To evaluate the dose-dependent effect of the complexes. increas-
ing concentrations of both iTCC and SC5b-9 were tested for their 
permeabilizing activity. As shown in Fig. 2, iTCC began to induce 
the effect at 2.5 µ,g/ml, reaching the plateau at 5 µ,g/ml wi th no 

FIGURE 2. Effect of increasing doses of iTCC or SC5b-9 on the per-
meability of HUVEC. The cells grown to conftuence onto the insett of the 
Transwell were incubared for 30 min with increasing concentrations of 
either iTCC or SCSb-9 and wirh BK (10-6 M), as a positive contro). and 
the FITC-BSA passed through the monolayer was measured using Fluostar. 
Yalues are means ::!:: SO of duplicate determinations of 3 different exper-
iments. *• p < 0.01 vs medium. 
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FIGURE 3. Contribution of HUVEC to the release of the permeabiliz-
ing factors induced by the C complex. The HUVEC monolayer was incu-
bated with SC5b-9 (5 µ.g/ml) for 30 min, and the supernatant (SN) was 
collected and incubated with fresh HUVEC for 5 min. SC5b-9 (5 µ.g/ml). 
or BK ( IO-" M) were tested separately on HUVEC for the same length of 
time. The amount of FITC-BSA passed through the monolayer of HUVEC 
into the lower chamber was evaluated by Fluostar. Values are mean ftuo-
rescence U ::!:: SO of duplicate determinations of lhree different experi-
men ts . *, p < 0.01 vs medium. 

further increase at IO µg/ml. SC5b-9 was as act ive as iTCC at the 
same concentrations. The concentration range of the active com-
plex is compatible with the levels of SC5-9 found in many patho-
logical conditions ( I 8. 28, 29). On the basis of these results and 
given the fact that SC5b-9 is usually detected in the circulation and 
in the extravascular fl uids. we decided to use only this complex in 
ali the other experiments at the concentration of 5 µ,g/ml. The 
etfect obtained wi th this amount of iTCC or SC5b-9 roughly cor-
responds to that obtained with BK used at a concentration of I o-6 

M. The activity of iTCC was inhibited by two different anti-C9 
Abs. whereas the effect of SC5b-9 was neutralized both by anti-C9 
and anti-vitronectin Abs (data not shown). 

The permeability of HUVECs induced by SC5b-9 is mediated 
lhrough the acrion of kinins a11d PAF 

Because the permeabilizing effect of SC5-9 was delayed compared 
with the prompt response obtained with BK, the possibility was 
considered that the C complex acts by inducing the release of 
intermediate mediators. To address this issue, HUVECs were ex-
posed to SC5b-9 for 30 min, the time at which the complex ex-
hibited the maximal permeabilizing effect, and the supernatant was 
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FIGURE 4. Effect of the kall ikrein inhibitor DX-88, B2-BK (HOE-
140), and PAF (CV-3988) receptor antagonists on SCSb-9-dependenl en-
dothelia l celi leakage. OX-88 (O. I mg/ml), HOE- 140 (I0- 5M), CV-3988 
(3 X I 0- 5 M), or the mix ture of the molecules were added to lhe HUVEC 
monolayer I O min before incubati on with SC5b-9(5 µ.g/ml). Thirty minutes 
after the addition of SC5b-9, FITC-BSA added to the upper chamber was 
collected into the lower chamber and measured by Fluostar. Values are 
means ::!:: SD of duplicate detenninations of three different experiments. •. 
p < 0.05; **· p < 0 .0 1 VS SC5b-9. 
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FIGURE S. In vivo effecc of SC5b-9 on the vascular leakage. The ileal 
mesemery was superfused with BK ( 10- 7 Ml or SC5b-9 (4 µ.g/200 µl). and 
lhe amoum of FITC-BSA extravasaced imo lhe perivascular areas was 
monitored under basai conditions and 2-5 and 15 rnin afcer che topical 
applicacion of lhe stimuli. Values are rneans ::!:: SD of the observations 
made in three animals as specified in Materials (lii{/ Methods. *, p < 0.05; 
**· p < O.O I; ***, p < 0.005 vs control. 

tested for its ability to induce leakage of BSA on untreated 
HUYEC after incubation for 5 min. As shown in Fig. 3. the celi 
supernatant caused a prompt transendothelial passage of an 
amount of BSA that was higher than that induced by B K, whereas 
SC5b-9 had only a marginai effect, which was in line with the data 
presented in Fig. IA. Formation of vasoactive factor(s) with this 
rapid effect required the presence of HUVECs because no such 
activity was found in the culture medium incubated with SC5b-9 
for 30 min in che abscnce of HUVECs. On the basis of these 
results. we reckoned that BK rcleased as a result of HUYEC stim-
ulation by SC5b-9 was a likely candidate to mediate this effect. To 
this end, HUVECs were treated with HOE- 140, a specific BK 82 
receptor antagonist. I O min before addition of BK or SC5b-9. The 
results presented in Fig. 4 show that the rransendothelial passage of 
BSA was reduced but not completely abolished by the presence of 
this antagonist, and a partial inhibitory effect was also obtained by 
the addition of DX-88, a recombinant inhibitor of plasma kal-
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FIGURE 6. Effect of HOE-140 and CV3988 on SC5b-9-induced vas-
cular leakage. The ileal mesentery was supe1fosed with SC5b-9 alone (4 
µ.g/200 µI) or with SC5b-9 mixed wilh either HOE-140 (J0- 6 M ) or lhe 
combination ofHOE-140 and CV-3988 (3 X 10 5 M). and the leakage of 
FITC-BSA was assessed under basai conditions and 15 min after the top-
ica! application of the reagents. Data are mean~ ::!:: SD of lhe observations 
made in three animuls as specified in Materials a11d Methods. *, p < 0.01 
VS SC5b-9. 

likrein. Because the effect of SC5b-9 was only partially blocked by 
HOE-140, we investigated the possibility that PAF may contribute 
to the increase in the permeability of HUYEC induced by SC5b-9 
using CY-3988, a specific PAF receptor antagonist. As already 
seen with HOE- 140, CV-3988 incubateci with HUVEC for 10 min 
before the addition of the complex again reduced but did not com-
pletely prevent the leakage of BSA, whereas the mixture of the two 
antagonists HOE-140 and CV-3988 completely inhibited the o-ans-
cndothelial passage of BSA (Fig. 4). 

/11 vivo ejfect of SC5b-9 011 vascular permeability 

Having found that SC5b-9 induced increased penneability of 
HUVECs to BSA, we next examined the abiliry of the C complex to 
promote in vivo vascular leakage to BSA across mesenteric venules. 
As expected, BK caused a prompt extravasacion of FITC-BSA that 
was already visible 5 min after exposure of the ileal mesentery to 
this peptide, confirming the results obtained in vitro (Fig. 5). The 
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flGURE 7. Transmission electron microscopie analysis of rat mesenteric microvasculature exposed to SC5b-9 or BK. Biopsy specimens of rat mes-
enteric ileum superfused with the different stimuli were cui and minced in fìxing buffer and processed as described in Materials and Methods. X36,000. 

increased vascular permeabili ty induced by BK reached an albu-
min leakage index value of > 90% after 5 min and declined to 
- 58% after 15 min. A significant increase in BSA leakage was 
also induced by SC5b-9, although the kinetic was different from 
that observed with BK (Fig. 5). The mean value of albumin leak-
age index was -25% 5 min after the addition of SC5b-9 and 
progressively increased to -50% at 15 min. The vascular perme-
abili ty in response to SC5b-9 was markedly controlled by previous 
exposure of the ileal mesentery to HOE- 140 and completely in-
hibited by the mixture of HOE- 140 and CY-3988 (Fig. 6). 

SC5b-9 induces opening of intercel/ular junctions 

Because the increased permeability stimulated by some vasoactive 
substances has been associated with the formation of interendo-
thelial gaps (30, 31), we decided to investigate the possible asso-
ciation between the loss of the e ndothelial barrie r function, as re-
vealed by the extravasation of a lbumin, and the appearance of 
morphological changes of the endothelial cells. To address this 
issue, the mesentery was superfused with SC5b-9, BK, or saline 
solution. The ani mais were sacrificed at 30 min, and a mesenteric 
biopsy specimen was cut and prepared for u-ansmission electron 
microscopy analysis. As expected, BK caused ultrastrucrural 
changes in the endothelium of rat mesenteric microvascularure 
characterized by the appearance of openings of intercellular junc-
tions already visible 5 min after treatment with this peptide to-
gether wi th the extravasation of FITC-BSA (Fig. 7). SC5b-9 in-
duced similar morphological changes. although the openings were 
visible only 30 min after the addition of the complex. 

Discussion 
e acrivarion in the circulation leads to the release of biologically 
active products that induce severa! functional changes of the en-
dothelium including promorion of inflammation and coagulation. 
Yascular leakage is one such change that results in tissue edema 
and is commonly associated with the action of C3a and C5a (2, 
32). The in vitro and in vivo data presented in rh is sn1dy clearly 
indicare that the inactive terminal complex is also able to cause 
vascular permeability. 

The fi nding thar iTCC has a direct effecr on the permeability of 
HUYEC monolayer in a Transwell syscem extends our previous 
observatfons that the complex stimulates the express ion of adhe-
sion molecules and tissue factor and promotes transendothelial mi-
gration of leukocytes, despite its inabili ty to cause celi lysis ( 14, 
15). The permeabilizing effect is not restricted to iTCC but is also 
seen with SC5-9, a complex detected in the circulation in clinica] 
condi tions associateci with massive C activarion and commonly 
regarded as an irrelevant byproduct of C activation. However, the 

repon by Brandtzaeg et al. ( 18) that Lhe leve I of SC5b-9 is strongly 
correlated to the levels of endotoxin and to fa tality in patients with 
meningococcal disease mighr suggest that the complex is impli-
cateci in the development of the disease complications including 
septic shock. We have previous ly shown Lhat this complex injected 
into the lateral venu-icle of rats promoted infl ammation mobilizing 
leukocytes into the CSF (J 6). The ability of Abs to C9 to contro] 
rhe albumin leakage induced by both iTCC and SC5b-9 supports 
the conclusion that the effect of these complexes is specific. [n the 
case of SC5b-9, the neutralizing activity of the Abs to vitronectin 
suggests that the effect of rh is complex may also be mediateci by its 
binding to the vitronectin receptor on endothe lial cells. The bio-
logica! relevance of rhe inleraction between SC5b-9 and the vitro-
nectin receptor was emphasized a few years ago by Biesecker (33), 
who showeci that myoblasts adhered to solid phase-bound SC5b-9, 
implicating the potential rote of this complex in celi attachment 
and cellular response at tissue leve!. Whether binding of iTCC to 
HUYEC is receptor mediateci cannot be establisheci. Our prelim-
inary data suggest the existence of such a receptor; however, the 
data are not conclusive and must be further substanliated. 

The detection of iTCC and SC5b-9 in the lower chamber of the 
Transwell foJlowing stinrnlation of HUVECs with the two com-
plexes clearly indicates thal the increased permeability of these 
cells is not selective for BSA. As a resulr of the increased perme-
ability of the endothelium, these complexes may diffuse out into 
the subendothelial areas and stimulare perivascular macrophages 
and other cells to release proinflammatory mediators. The leakage 
of SC5b-9 through the monolayer of endothelial cells is compat-
ible with the appearance of wide foca! dilations in intercellular 
junctions of HUVECs seen on electron microscopy sections of rat 
mesenteric vessels of rats exposed in vivo ro SC5b-9. C-dependent 
intercel lular gaps were a!ready observed by Saacii and Platt (25) in 
monolayers of porcine endothelial cells incubated with human 
xenoreacti ve natural Abs and human serum as a source of C. How-
ever, the formation of gaps in this mode l was strictly dependent on 
the insertion of the trimolecular complex C5b-7 into the mem-
brane, and the gaps tended to close when the C5b-9 complex was 
fully assembled on tl1e cells. Conversely, the loss of barrier func-
tion that occurs under our experimental condi tions does not require 
Ab-mediated C activation and is caused by the fully assembled and 
cytolytically inacti ve terminal complexes. 

The leakage of FITC-BSA through the endothelium of rat mes-
enteric veins exposed to SC5b-9 proves that the loss of barrier 
function is not restricted to the in vitro model but can also be 
induced in vivo. thus extending our previous observation thac 
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iTCC stimulates egression of leukocyte across rat mesenteric post-
capillary venules into the perivascular tissue ( 15). A point to em-
phasize is that the extravasation of BSA is stimulated by SC5b-9 
added at the extravascular sites in the mesenteric ileum, suggesting 
that the complex is equally effective in promoting vascular per-
meability on both sides of the vessels. We cannot exclude that the 
complex induces increased permeability through the intermediate 
action of mediators released by mast cells or macrophages present 
in the ileal mesentery and shown to be involved in the promotion 
of acute peritoneal inflammation (34). 

One of the mediators involved in the SC5b-9-induced vascular 
leakage is likely to be BK, a potent vasodilator (35) with a strong 
and rapid activity on vascular permeability (36) as indicated by the 
inhibitory effect of HOE-140, a specific and selective antagonist of 
the kinin B2 receptor (37, 38), and the neutralizing activity of 
DX-88, an inhibitor of plasma kallikrein. Evidence that SC5-9 
incubated with endothelial cells promotes the release and accumu-
lation of BK-like materiai in the medium is also supported by the 
observation that the culture medium collected after a 30-min in-
cubation of HUVECs with SC5b-9 induces a prompt BSA leakage 
very similar to that of BK. These findings indicate that SC5-9 
interacts with endothelial cells and promotes the formation of BK 
possibly from a complex kininogen-prekallikrein present on the 
surface of the endothelium (39, 40). A similar mechanism has been 
proposed by Katada and Majima ( 41) to explain the release of BK 
and the arteria! vasodilatation observed in isolated and perfused 
mesenteric artery following the interaction of angiotensin II with 
its type 2 receptor. The functional relationship that cell bound 
SC5b-9 establishes with the putative receptors for high molecular 
mass kininogen on endothelial cells including gClqR, cytokeratin 
I and u-PAR (42) remains to be elucidated. 

The other endogenous agent participating to the BSA leakage 
induced by SC5b-9 is PAF. In fact, the other half of the effect, 
which rernains in the presence of HOE-140, is blocked by CV-
3988, a selective antagonist of the PAF receptor. BK and PAF are 
the two rnajor rnediators because a complete block of the effect of 
SCS-9 is observed with the combination of HOE-140 and CV-
3988. The contribution of PAF to the endothelial cell leakage is not 
surprising because Kilgore et al. (7) have shown that sublytic 
MAC assembled on endothelial cells stirnulates the release of P AF 
and in turn prornotes neutrophil adhesion, although the complex 
used in the present study differs frorn MAC for being cytolytically 
inactive. 

Our finding that PAF activity is detected in the supernatant of 
HUVEC incubated with SC5b-9 for 30 min rnay be difficult to 
reconcile with the short half-life of PAF. This is certainly true if 
BK and PAF were rapidly released by HUVEC following the ad-
dition of SC5b-9 to the culture medium. However, the release of 
these peptides is unlikely to occur so rapidly because we have 
previously shown that the binding of iTCC to HUVEC requires 
> 15 rnin to complete (14). Furtherrnore, the data presented in Fig. 
1 show that the SC5b-9-mediated HUVEC perrneability is a slow 
process and begins to appear after 20 min of celi incubation with 
the cornplex. This suggests that PAF and BK are released by 
HUVEC in the last 5-10 min of incubation with SC5b-9. 

In conclusion, we have provided evidence that iTCC and its 
physiological counterpai1 SC5b-9 promotes the permeability of 
HUVECs through the release of BK and PAF, besides stimulating 
transendothelial migration of leukocytes. SC5b-9 should therefore 
be considered as a possible therapeutic target together with other 
vasoactive products of the C cascade in clinica! situations, such as 
septic shock, associated with rnarked C activation. Furthermore, 
antagonists for PAF and the BK B2 receptors are likely to find 
prornising applications in these conditions. 
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4 PARTESECONDA 
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4.1 PREMESSA 

I componenti complementari vengono sintetizzati principalmente dalle cellule 

epatiche e rilasciati nel torrente circolatorio come molecole solubili. Tuttavia, 

anche cellule presenti in altri tessuti, come macrofagi, fibroblasti e cellule 

endoteliali, sono in grado di produrre tali molecole. Dati ottenuti nel nostro 

laboratorio [ 48], hanno dimostrato che le HUVEC sintetizzano C3 e C7, che 

vengono rilasciati nel sovranatante. Il C7 prodotto dalle HUVEC ha un peso 

molecolare identico a quello del C7 presente nel siero, e mantiene la capacità 

di legarsi agli altri componenti terminali portando alla formazione del TCC. 

La sintesi del C7 e del C3 da parte delle HUVEC può essere regolata in modo 

diverso da citochine proinfiammatorie. Per esempio, il TNF-a stimola la 

secrezione del C3, ma non influenza quella del C7, l'IL-la induce un 

aumento maggiore del C3 rispetto a quello del C7, mentre l'IFN-y, che non 

modula la produzione del C3, riduce significativamente la secrezione del C7. 

Le EC, che sono a diretto contatto con il sangue, sono potenziali bersagli delle 

molecole effettrici rilasciate in seguito all'attivazione del sistema del C. In 

particolare, le EC possono essere danneggiate o attivate dal TCC, e per evitare 

gli effetti nocivi esse presentano sulla loro membrana un gran numero di 

regolatori del C. 

Fino ad oggi non è stata documentata sulla membrana delle EC la presenza di 

componenti del sistema del C, al di fuori dei re go latori. Nel corso delle nostre 

indagini, volte a valutare la sintesi e la secrezione del C7 da parte delle EC, 

avevamo osservato la presenza del C7 sulla membrana di queste cellule con 

un test ELISA. Abbiamo pertanto deciso di studiare ulteriormente 

l'espressione di tale proteina sulla membrana cellulare e di analizzare il suo 

ruolo funzionale. 
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4.2 MATERIALIEMETODI 

4.2.1 ISOLAMENTO DELLE CELLULE ENDOTELIALI DA' CORDONI OMBELICALI 

UMANI (HUVEC) 

Le cellule endoteliali vengono isolate da vene di due o più cordoni ombelicali 

umani, secondo il metodo di J affe [ 61]. 

In breve, dopo aver rimosso l'estremità distale necrotica del funicolo, si 

incannula la vena da entrambe le parti con un catetere sterile, opportunamente 

preparato, e si lava più volte il vaso con dPBS [Dulbecco's Phosphate 

Buffered Saline, soluzione tamponata, 137mM NaCl, 2.7mM Na2HP04.2H20, 

1.47mM KH2P04, pH 7.4 (SIGMA Chemical Co.,St. Louis, Mo.)], allo scopo 

di rimuovere il sangue e gli eventuali coaguli presenti al suo interno. 

Successivamente, si perfonde il vaso con una soluzione di collagenasi CLS II 

da Clostridium histolicum (W orthington Biochemical Corporation, Freehold, 

New Jersey) allo 0.5 % in dPBS contenente 0.7mM CaCli e MgCli e la si 

lascia ad agire per 15 minuti incubando il cordone a +37°C, 5% C02 in 

termostato (Cellstar, A. De Mari, Mi, Italia). 

Al termine dell'incubazione, si recupera la soluzione contenente le cellule, e 

si lava ripetutamente la vena con RPMI 1640 (Euroclone Ltd. UK), integrato 

con il 20% di New Born Calf Serum [NBCS (Euroclone Ltd. UK)], 

utilizzando almeno tre volumi di tampone di lavaggio per ogni volume di 

collagenasi impiegato. 

Il tampone recuperato viene raccolto in provettoni da 50 ml e centrifugato per 

1 O minuti alla velocità di 250xg. Le cellule del fondello vengono poi 

risospese nel medium di coltura delle HUVEC, composto da Medium 199 

(SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo.), integrato con 10% NBCS, 10% 

Foetal Calf Serum [FCS (Labtek, Eurobio, Mi, Italia)], 50 µg/ml di fattore di 

crescita per le cellule endoteliali (EGF, preparato da cervello di bovino, come 

descritto da Maciag et. al., [62]), 50 µg/ml di eparina di mucosa intestinale di 
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maiale (SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo.), 100 U/ml di penicillina e 100 

µg/ml di streptomicina (SIGMA Chemical Co. St. Louis, Mo.), secondo 

quanto descritto da Thornton et al., [63], e quindi trasferite in piastre da 25 

cm2 (Costar, Cambridge, MA.), precedentemente rivestite da un soluzione di 

gelatina al 2% (SIGMA Chemical Co.,St. Louis, Mo.). 

4.2.2 ISOLAMENTO DI CELLULE ENDOTELIALI DAL MICROCIRCOLO 

CUTANEO (ADMEC) 

Le EC vengono isolate da biopsie cutanee umane, ottenute durante interventi 

di chirurgia plastica riduttiva, modificando il protocollo descritto da Kraling 

et al. [64]. In breve, il pezzo di tessuto viene immerso per un paio d'ore a 

temperatura ambiente in una soluzione disinfettante contenente 1 OOOU/ml di 

penicillina e O ,5 µg/ml di streptomicina e O ,5 µg/ml di fungizone (Sigma 

Chemical Co. St. Louis, Mo.). Il tessuto viene lavato con dPBS e tagliato in 

pezzi di circa 3mm3
, quindi incubato O.N. in una soluzione di dPBS 

contenente 0,5% di tripsina (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo.). Il giorno 

seguente i pezzi vengono lavati con dPBS e l'epidermide viene scartata. Il 

derma, immerso in una soluzione di RPMI 1640 contenente 10% di NBCS 

(Invitrogen, MI, Italy), viene grattato con la lama di un bisturi e le cellule così 

raccolte centrifugate a 300xg per 5 minuti. Al termine, le cellule vengono 

purificate incubandole con biglie magnetiche (Oxoid M450 Epoxy) coniugate 

con Ulex Europaeus I (UEA-1, Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo.) per 15 

minuti a +4 °C in rotazione. Le ADMEC ottenute vengono seminate su 

fibronectina 50 µg/ml (Roche, MI, Italy) in terreno di coltura composto da 

Medium 199 addizionato con 10% NBCS, 1 Oo/o siero umano scomplementato, 

cAMP 25 µg/ml, idrocortisone 1 µg/ml, eparina 50µg/ml (Sigma Chemical Co. 

St. Louis, Mo.) ed EGF 50µg/ml (preparato da cervello di bovino, come 

descritto da Maciag et. al., [62]). 
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4.2.3 ISOLAMENTO DI CELLULE ENDOTELIALI DALLA DECIDUA (DEC) 

Le cellule endoteliali della decidua sono state isolate da placente del primo 

trimestre di gravidanza, secondo una metodica messa a punto nel nostro 

laboratorio [65]. Il materiale viene posto in una capsula Petri (KIMA, PD, 

Italy) e lavato in una soluzione di HBSS 1 (Hanks' Balanced Salts Solution) 

con NaHC03 0.35g/l, contenente penicillina lOOU/ml, streptomicina 

lOOµg/ml, fungizone 250ng/ml EDTA lmM, Glucosio 5mM (Sigma 

Chemical Co. St. Louis, Mo.), pH 7. 4, per il riconoscimento della decidua. Il 

tessuto così selezionato viene poi sminuzzato in frammenti di circa 1-3 mm3 e 

incubato aver night (O.N.) a +4°C in una soluzione di 10 ml di Medium 199, 

contenente collagenasi I (W orthington Biochemical Corporation, Freehold, 

New Jersey) 3 mg/ml, DNasi (Roche, MI, Italy) 50 µg/ml, penicillina, 

streptomicina e fungizone 250ng/ml. Il giorno seguente si fa agire la 

collagenasi a + 3 7°C (in agitazione) ancora per circa 1 ora, fino a che non si 

osserva macroscopicamente che la digestione è avvenuta. Al termine si blocca 

l'azione degli enzimi con 10% di NBCS (Invitrogen, MI, Italy) e si filtra 

attraverso una membrana con pori di 100 µm di diametro. Si centrifuga la 

soluzione contenente le cellule a 300xg per 5 minuti. Il pellet viene risospeso 

in 10 ml di una soluzione di lavaggio composta da RPMI 1640+ 10% NBCS 

(Invitrogen, MI, Italy) e si stratifica in un gradiente discontinuo di Percoll 

(PHARMACIA, sospensione madre diluita con HBSS IOX ed acqua 

apirogena DIACO, Italia) composto da strati che vanno da una concentrazione 

del 20% al 70%. Si centrifuga per 30 minuti a 670xg a +20°C. Al termine, dal 

gradiente discontinuo di Percoll, si recuperano le bande dal 30% al 40% [66], 

che vengono portate ad un volume di 50 ml con HBSS I e centrifugate a 

500xg per 10 minuti. A questo punto le cellule vengono risospese in I ml di 

ACCUMAX (ACCUMAX™ Cell Aggregate Dissociation Medium, 

Bioscience ), per disgregare i clusters cellulari eventualmente presenti, ed 

incubate per circa 30-40 secondi a +37°C. La reazione viene bloccata con la 
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soluzione di lavaggio e le cellule centrifugate per 1 O minuti a 250xg. 

Successivamente, il pellet viene risospeso in dPBS con BSA all' 1 % e si 

procede alla selezione positiva mediante bilie magnetiche (Oxoid M450 

Epoxy) ricoperte da UEA-1 (20 minuti a +4°C in ruota). Dopo essere state 

sottoposte a diversi lavaggi con 2 ml di dPBS-B SA O .1 % per eliminare le 

eventuali cellule negative contaminanti, le cellule vengono seminate in una 

piastra da 12 pozzetti (Costar, Cambridge, MA) ricoperta da fibronectina 50 

~tg/ml (ROCHE, MI, Italy). Il terreno di coltura è composto da: Endothelial 

serum free medium, bFGF (20ng/ml), EGF (lOng/ml), glutammina 2mM, 100 

U/ml di penicillina e 100 µg/ml di streptomicina (Invitrogen, MI, Italy) e 10% 

di siero di gravida. 
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4.2.4 ALLESTIMENTO DI COLTURE DI CELLULE ENDOTELIALI 

Le cellule della coltura primaria vengono lasciate crescere fino a raggiungere 

la confluenza, quindi sono staccate mediante trattamento enzimatico con una 

soluzione di tripsina 0.5% - EDTA 0.2% [Etilen Diamino Tetra Acetato 

(SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo.)], lavate e piastrate. 

In breve, dopo aver aspirato completamente il medium di coltura, si lava la 

piastra con alcuni millilitri di dPBS per rimuovere il siero ancora presente ed 

ottimizzare l'azione dell'enzima. Quest'ultimo viene aggiunto alle cellule 

nella minima quantità necessaria a ncopnre il fondo della piastra. La 

soluzione viene lasciata agire per circa un minuto a +37°C, 5% C02 in 

termostato e, successivamente, dopo aver controllato al microscopio (Carl 

Zeiss, Jena) l'avvenuto distacco delle cellule, se ne blocca l'azione con NBCS 

al 10%. 

Le cellule tripsinizzate vengono recuperate e la piastra è lavata con RPMI 

1640 integrato con il 20% di NBCS. Il tutto viene raccolto in una provetta e 

centrifugato per 1 O minuti alla velocità di 250xg. Il fondello viene, infine, 

risospeso nel medium di coltura delle cellule endoteliali, precedentemente 

descritto, e le cellule sono poi piastrate. A seconda dell'esperimento che deve 

essere effettuato, le cellule possono venir piastrate in micropiastre per colture 

cellulari da 96 pozzetti (Costar, Cambridge, MA), o su Transwell (Costar, 

Cambridge, MA), precedentemente ricoperti di gelatina oppure su vetrini da 8 

pozzetti (BD Falcon, France) e trattati dapprima con Poli L-Lisina [1 µg/ml, 

per 15 minuti a temperatura ambiente (SIGMA Chemical Co., St. Louis, 

Mo.)] e successivamente con gelatina. 

Le cellule vengono quindi fatte crescere nuovamente fino a confluenza e poi 

utilizzate. 
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4.2.5 PREPARAZIONE DEL C5b6 

L'avere a disposizione l'intermedio relativamente stabile C5b6 [3], permette 

di preparare il TCC usando solo componenti isolati, escludendo l'interferenza 

dei frammenti attivi quali C3a, C4a e C5a, che sono generati negli stadi 

iniziali della sequenza di attivazione complementare. 

Il plasma umano viene depletato dal C7 mediante cromatografia di affinità 

usando Sefarosio 4B attivato con bromuro di cianogeno (SIGMA Chemical 

Co., St. Louis, Mo.) e copulato con IgG anti-C7 (antisiero di capra anti C7 

umano~ Quidel, San Diego, CA). Le frazioni eluite dalla cromatografia 

vengono controllate per la presenza di C5, C6 e C7 con ELISA Sandwich 

(limite di sensibilità: 1-3 ng/ml) impiegando antisieri di capra anti-C5, C6 e 

C7 umano (Quidel, San Diego, CA). Quelle contenenti C5 e C6 a livelli 

comparabili con le concentrazioni originali del plasma e C7 in quantità non 

misurabili vengono riunite e ricalcificate mediante l'aggiunta di 20 mM 

CaCb. Dopo rimozione del coagulo, il complemento viene attivato 

aggiungendo zymosan (estratto dalla parete di lievito, preparato nel nostro 

laboratorio autoclavando 100 g di lievito di birra risospeso in 2 litri di PBS, 

centrifugando a 200xg per 1 O minuti e autoclavando nuovamente il fondello 

risospeso in 200 ml di PBS) al 5% finale ed incubando per 60 minuti a 37°C. 

Si procede con centrifugazione a 2000xg per 15 minuti a 4 °C e dialisi del 

soprana tante contro tampone euglo buline (tampone fosfato O. 02 M, pH 5. 4) 

per una notte a 4 °C, in modo da far precipitare il C5b6 formatosi. Le 

euglobuline vengono lavate centrifugando a 2000xg per 15 minuti e 

risospendendo il fondello in PBS. 

Il complesso attivo viene quindi purificato mediante cromatografia a scambio 

amomco, DEAE-Sephacel (Whatman, Maidstone, Kent, UK) eluendo con 

gradiente di NaCl da 0.01 M a 0.5 M. Le frazioni contenenti l'attività, 

saggiata mediante emolisi reattiva, vengono raccolte e concentrate con 

Vivaspin 20 ml Concentrator 100.000 MWCO (Vivascience, Binbrook, UK). 
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Il materiale è stato ulteriormente purificato con cromatografia di esclusione 

(Ultrogel AcA 34 IBF-LKB, Mi, Italia) e fast protein liquid cromatography 

(FPLC® Superose 12 Pharmacia Biotech). Il C5b6 così ottenuto ha una 

concentrazione proteica di 800 mg/ml ed un titolo in emolisi reattiva di 

250.000 U/ml. 

4.2.6 PREPARAZIONE DELL'ITCC E DEL SC5b-9 

Il complesso complementare terminale inattivo è stato ottenuto mescolando 3 

volumi di C5b6 con un volume di C7, un volume e mezzo di C8 e quattro 

volumi di C9 in 50 volumi finali di PBS. 

Il C7 è stato usato in leggero eccesso rispetto alla quantità richiesta per 

inattivare completamente l'attività emolitica del C5b6 se preincubato con 

quest'ultimo per 1 O minuti a +37°C. Il C8 presente nella mistura era in eguale 

concentrazione molare rispetto al C7 ed il C9 viene usato in largo eccesso per 

favorirne la polimerizzazione durante lassemblaggio del complesso. 

La formazione del complesso si è ottenuta incubando la miscela per 30 minuti 

a +37°C e da successive due ore di incubazione a temperatura ambiente. 

Il complesso SC5b-9 è stato preparato come descritto da Casarsa et al. [67] 

incubando il complesso C5b6 e un siero umano C5 deficiente, come fonte 

degli altri componenti terminali e delle proteine regolatrici vitronectina 

(proteina S) e clusterina. 

Entrambi i complessi così formati vengono purificati mediante FPLC® 

attraverso colonna Superose 12, seguita da cromatografia di affinità con mAb 

aEl 1 legato ad Agarosio-Proteina G (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo.), 

le game reso covalente usando dimetil pimelidato di idrocloride secondo la 

metodica di Schneider [68]. Il complesso legato è stato eluito con 4 M 

guanidinio in O .1 M sodio fosfato, pH 7 e dializzato prima contro 1 mM HCl 

quindi contro PBS. Durante la procedura di purificazione, l'iTCC e l'SC5b-9 

sono stati controllati antigenicamente con ELISA specifico e funzionalmente 
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per la sua capacità di modulare l'espressione del VCAM-1 sulle cellule 

endoteliali. 

Una colonna di agarosio-proteina G su cui era stato legato un policlonale anti-

C5 è stata usata in esperimenti di adsorbimento dell'iTCC. Il C9 polimerico è 

stato dosato con metodo ELISA legando il mAb aEl 1 ai pozzetti di piastra 

ELISA e rivelando poi con un anticorpo policlonale anti-C9 marcato con 

biotina [ 4]. 

4.2. 7 DOSAGGIO DELLE PROTEINE 

Il contenuto proteico viene determinato con il metodo descritto da Bradford 

[69] che permette un dosaggio fino a 10 µg/ml. Viene allestita una curva di 

taratura con B SA (albumina bovina serica Sigma: frazione V pura al 96-

99%) in una piastra microtiter da 96 pozzetti, in cui sono seminati 40 µl dei 

campioni in esame, a diverse diluizioni, e 200 µl di miscela Bradford 

(Coomassie Brilliant Blue G250 0.04% (w/v) Merck), Etanolo 4.7% v/v 

H3P04 8.5% v/v.per ogni pozzetto. La presenza di proteine è indicata dallo 

sviluppo di un colore blu la cui assorbanza viene letta a 620 mn con un 

lettore per piastre (Titertek Multiskan MCC/340, FLOW LAB., Spa, 

Milano). La concentrazione delle proteine dei singoli campioni viene 

calcolata sulla base della curva standard ottenuta con la B SA. 

4.2.8 ENZYME LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY (ELISA) 

Per catturare l'antigene, vengono seminati 200 µl di una soluzione 

contenente gli anticorpi diluiti in tampone bicarbonato (Bicarbonato di sodio 

0.1 M, pH 9.6) in piastra microtiter Nunc (Denmark) maxisorp da 96 pozzetti 

ed incubati tutta la notte a +4 °C. Per la valutazione della presenza del 

complesso terminale viene usato l'anticorpo monoclonale aE 11, che 

riconosce un nuovo epitopo del C9, come già descritto in letteratura [4, 16], 

mentre per la presenza dei componenti C3 e C7 nei sovranatanti delle colture 
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cellulari, vengono impiegati anticorpi policlonali fatti in capra. La piastra 

viene lavata tre volte con PBS Tween20 (Phosphate Buffered Saline, I O mM 

tampone fosfato, I 54 mM NaCl, pH 7.4 + Polyoxyethylenesorbitan 

monolaurate O. I% SIGMA) ed i siti liberi della plastica vengono bloccati 

incubando con PBS+BSA 2% per un'ora a +37°C. 

La piastra viene lavata con PBS-Tween20 per tre volte ed incubata a +37°C 

con i campioni da saggiare diluiti in PBS-BSA O.I% +Tween20 0.05%, per 

un'ora. Sono stati esaminati in parallelo diluizioni al raddoppio di una 

soluzione a concentrazione nota della molecola da ricercare. 

Dopo successivo lavaggio ed incubazione per un'ora a + 3 7°C con anticorpi 

anti-C5 , anti-C3 o anti-C7 marcati con biotina, diluiti in PBS-BSA O. I%-

Tween20, la piastra viene lavata tre volte ed incubata per 30 minuti con 

streptavidina fosfatasi I :2000 (SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo.) in 

PBS-BSA O. I% Tween20. Dopo aver lavato due volte con PBS-Tween20 ed 

una volta con tampone glicina (Glicina O.I M, pH 9.6 addizionata con O. I 

mM MgCli, e O. I mM CaCli), viene aggiunto il substrato PNPP (Para-Nitro-

Fenil-Fosfato disodico; SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo.) sciolto nello 

stesso tampone alla concentrazione di I mg/ml. 

La lettura spettrofotometrica viene effettuata a 405nm (MultisKan MCC/340 

MK II) ad intervalli regolari di I 5 minuti. 

4.2.9 BIOTINILAZIONE DELLE lgG 

Cinquanta µl di IgG vengono dializzati tutta la notte contro tampone 

bicarbonato (NaHC03 O. I M + NaCl O. I Ma pH 8.8) e le proteine recuperate 

vengono dosate con il metodo Bradford. 

La biotina (estere di N-hydroxysuccinamide, SIGMA) viene sciolta al 

momento in DMSO (Dimetilsulfossido, Analiticals Carlo Erba Reagenti, 

Italia) alla concentrazione di I O mg/ml ed incubata per 15 minuti a 
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temperatura ambiente con gli anticorpi in un rapporto biotina/proteine 40: 1 

moli/moli (1 µg biotina/8,25 µg proteine). 

La reazione viene bloccata aggiungendo un tampone di cloruro d'ammonio 1 

M a pH 6. 5 con rapporto di 1 : 100. Le proteine vengono dializzate tutta la 

notte a 4°C in PBS-azide per allontanare la biotina non legata. 

La diluizione ottimale di utilizzo degli anticorpi biotinilati viene stabilita 

mediante sistema ELISA. 

4.2.10 ELISA su HUVEC 

Le HUVEC, al primo passaggio, vengono fatte crescere fino a confluenza in 

piastre da 96 pozzetti, precedentemente gelatinati, contenenti 200 µl di 

medium di coltura per pozzetto. 

Le cellule, incubate o meno con gli stimoli, vengono lavate delicatamente 3 

volte con HBSS [Hanck' s Buffered Salt Solution (SIGMA Chemical Co., St. 

Louis, Mo.)] contenente il 2% di BSA (Bovine Serum Albumine, frazione V), 

CaCh e MgCh 0,7mM (SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo.), e incubate 

con I 00 µI/pozzetto di anticorpo primario. Per lo studio dell'espressione dei 

componenti del C di membrana sono stati utilizzati anticorpi goat anti-human 

C3 e goat anti-human C7 (Quidel, San Diego, CA), biotinilati nel nostro 

laboratorio; mentre per l'espressione delle molecole di adesione sono stati 

usati gli anticorpi monoclonali anti-VCAM-1 (P3C4), anti-ELAM (P2H3) 

(Chemicon, Temecula, CA) e anti-ICAM-1 (6.5B5) (DakoCytomation, 

Denmark, A/S). Tutti gli anticorpi primari vengono diluiti nella soluzione per 

i lavaggi alla concentrazione finale di 5µg/ml ed inubati per 1 ora a +37°C. 

Dopo 3 lavaggi, il legame dell'anticorpo primario viene rivelata mediante un 

anticorpo policlonale anti IgG di mouse o con streptavidina coniugati con la 

fosfatasi alcalina (SIGMA Chemical Co., St.Louis, Mo.) diluiti 1 :4000 nella 

soluzione di lavaggio, e incubati 30 minuti a + 3 7°C. 
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L'anticorpo non legato viene quindi lavato via e l'enzima viene fatto reagire 

con il substrato PNPP [paranitrofenilfosfato (SIGMA Chemical Co., St. 

Louis, Mo.)] (lmg/ml). 

L'analisi colorimetrica viene effettuata con un lettore ELISA Titertek 

Multiskan (Flow Laboratories, Milano, Italia), alla lunghezza d'onda di 40 5 

nm. 

4.2.11 IMMUNOFLUORESCENZA 

Le cellule endoteliali vengono coltivate fino a confluenza su vetrini da otto 

pozzetti (BD Falcon, France). Le cellule sono lavate delicatamente per due/tre 

volte con 500 µl di dPBS contenente 0,7 mM di CaCli e MgCh e il 2% di 

BSA, e fissate per 15 minuti al buio, a temperatura ambiente, con 150 µl di 

paraformaldeide diluita al 1 % in dPBS integrato con il 2% di saccarosio. Le 

cellule vengono quindi incubate con l'anticorpo primario policlonale goat 

anti-C7 o anti-C3 coniugato con la biotina, diluito nella stessa soluzione 

utilizzata per i lavaggi, 12 ore a +4 °C, e successivamente, dopo 3 lavaggi 

come descritti sopra, incubate con la streptavidina coniugata con la 

fluoresceina (DakoCytomation, A/S, Denmark), al buio, e per 30 minuti a 

temperatura ambiente. Infine, dopo ulteriori 3 lavaggi, il vetrino viene 

montato con VECT ASHIELD, medium montante per stabilizzare la 

fluorescenza (Vector Laboratoires, Inc., Burlingame, U.S.A). 

Le cellule così preparate, vengono esaminate e fotografate con il microscopio 

a fluorescenza (Carl Zeiss, Jena, Germany). 

4.2.12 MICROSCOPIA ELETTRONICA A TRASMISSIONE (TEM) 

HUVEC cresciute fino alla confluenza in vetrini da 8 pozzetti (BD Falcon, 

France) vengono fissate in glutaraldeide allo 0,5% in O,lM di cacodilato di 

sodio per 5 min a temperatura ambiente, lavate in cacodilato di sodio e 

incubate con con un anticorpo monoclonale anti-C7 (WU 4-15) (gentilmente 
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donato dal Prof. Wuerzner, University of Innsbruch, Austria) o con un 

anticorpo monoclonale anti-C3 (Quidel, San Diego, CA) 1 :50 in dPBS 

contenente 0,5% di BSA O.N. a +4°C. Le cellule sono successivamente lavate 

3 volte con dPBS+0,5% BSA e incubate quindi per 30 min a temperatura 

ambiente. con gli anticorpi anti-mouse marcati con la biotina (1: 100). Dopo 

altri 3 lavaggi le cellule sono incubate con streptavidina marcata con 

particelle di 20 nm di oro colloidale (1: 100) (British Biocell Intemational, 

Cardiff, UK). Dopo ulteriori lavaggi con la soluzione di cacodilato di sodio, le 

cellule vengono fissate prima con glutaraldeide al 2% in dPBS, e poi con 

0.5% di tetrossido di osmio nella stessa soluzione. Le cellule vengono quindi 

lavate diverse volte con acqua milliQ, e sviluppate con il silver-enhancing kit 

HQ (Nanoprobes, Yaphank, NY) per 8 min al buio. Infine, le cellule sono 

disidratate serialmente in etanolo, infiltrate con ossido di propilene e incluse 

in DERR 332 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Le sezioni 

vengono tagliate usando un ultramicrotomo (Leika Ultracut UCT) e colorate 

con l'acetato di uranile. I campioni vengono osservati con il microscopio 

elettronico a trasmissione Philips EM 208 (Philips, Eindhoven, The 

N etherlands). 

4.2.13 IMMUNOISTOCHIMICA SU SEZIONI CONGELATE 

La procedura quì di seguito descritta è stata adoperata sia su sezioni congelate 

di decidue provenienti da gravidanze normali che su biopsie cutanee, ed è 

stata eseguita facendo uso del Vectastain Universal Elite ABC Kit (VECTOR 

Laboratories, Inc., Burlingame, CA.), uno dei sistemi di immunoperossidasi 

più sensibili. 

Prima di procedere alla colorazione dei preparati, questi vengono lasciati ad 

asciugare a temperatura ambiente per 30 minuti, quindi sono idratati con 

dPB S per alcuni minuti. Da questo momento in poi, tutti i passaggi vengono 
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eseguiti a temperatura ambiente, tenendo i vetrini in camera umida per 

evitare l'evaporazione dei reagenti. 

Inizialmente, i preparati circoscritti con la penna vetrografica, vengono fissati 

per 15 minuti a temperatura ambiente con paraformaldeide al 3 %, e qualora 

l'antigene ricercato sia interno alla cellula, permeabilizzati con Fix & Perm 

(PERMEABILIZATION MEDIUM B, CALTAG Laboratories by An Der 

Grub Bio Research GmbH, Austria) sempre per 15 minuti a temperatura 

ambiente. Dopo ogni passaggio, si effettuano due lavaggi di 5 minuti ciascuno 

con dPBS. Se richiesta l'eliminazione della perossidasi endogena, la sezione 

deve venire incubata per 30 minuti con lo 0,3% di H20 2 (perossido di 

idrogeno, PROLABO, Paris, France) 

Successivamente, dopo un lavaggio con dPBS per 5 minuti, si bloccano gli 

eventuali siti aspecifici dell'anticorpo primario, aggiungendo ad ogni vetrino 

siero di cavallo, fornito dal kit, che viene incubato a temperatura ambiente per 

30 minuti. Dopo aver eliminato l'eccesso di siero, i preparati vengono quindi 

incubati con l'anticorpo monoclonale mAb anti-C7 1 :50 diluito in dPBS e 

poi, con l'anticorpo secondario biotinilato, diluito in dPBS e siero bloccante. I 

tempi d'incubazione sono rispettivamente di un'ora e di 30 minuti a 

temperatura ambiente, e alla fine i preparati vengono lavati due volte. 

Il passaggio successivo prevede un'incubazione per 30 minuti con una 

soluzione contenente avidina DH e perossidasi di rafano (AEC SUBSTRATE 

KIT FOR PEROXIDASE, VECTOR Laboratoires, Inc., Burlingame, CA.). Il 

sistema avidina/biotina sfrutta la capacità dell'avidina, una glicoproteina di 68 

kDa, di legare in modo pressochè irreversibile la biotina, permettendo così la 

formazione di complessi macromolecolari stabili in cui le molecole di avidina 

fungono da ponti tra gli enzimi secondari e le molecole di perossidasi 

biotinilati. La perossidasi legata a tali complessi viene rivelata usando la DAB 

(3,3' DIAMINOBENZIDINE TABLET SETS Peroxidase Substrate, SIGMA 

Chemical Company, St. Louis, Mo), un substrato che in presenza di H20 2 e 
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perossidasi, precipita producendo un'intensa colorazione marrone. La 

reazione di ossidazione del substrato è bloccata alcuni minuti dopo il suo 

inizio, sciacquando i vetrini con acqua. 

I preparati sono quindi controcolorati con ematossilina (EMALLUME DI 

MAYER, E. MERCK, D-6100 Darmstadt, F.R., Germany) e si lasciano poi 

sotto l'acqua corrente per 10-15 minuti per rimuovere l'eccesso di colorante. 

Infine si montano con EUKITT (O. Kindler, GmbH & Co., Freiburg, 

Germany), medium montante, per essere osservati al microscopio (Carl Zeiss, 

Jena). 

4.2.14 BIOTINILAZIONE DELLA MEMBRANA DELLE HUVEC 

HUVEC fatte crescere fino alla confluenza in flasks da 75-cm2 (BD 

Biosciences Discovery Labware, Milan, Italy) sono lavate 3 volte con dPBS e 

marcate con sulfosuccinilmidyl 6-(biotinamido) hexanoate (Pierce, Rockford, 

IL) per 15 min a temperatura ambiente. Le cellule sono quindi lavate con 

dPBS e incubate con una soluzione lisante: 0,5% Triton X-100, Tris NaCl 10 

mM, NaCl l 50mM, protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich), per 15 min a 

+4°C. Il lisato viene centrifugato a 12000RPM per 40 min a +4°C ed il 

sovranatante viene recuperato, dializzato contro dPBS ed utilizzato. 

4.2.15 PURIFICAZIONE MEDIANTE COLONNA CROMATOGRAFICA DI 

AFFINITÀ' 

La colonna di immunoaffinità anti-C7 è stata preperata copulandoo le IgG 

anti-C7 prodotte in capra con il CNBr-Sepharose 4B (Sigma-Aldrich), che era 

stato precedentemente lavato 3 volte con HCl 1 mM, attraverso l'incubazione 

ovemight in rotazione a +4 °C. Dopo aver bloccato i siti di legame rimasti 

liberi con Tris-HCl O.I M pH 8.3, le biglie di sefarosio sono lavate ed 

equilibrate con una soluzione di Tris-HCl 10 mM pH 7.4 contenente 0.14 M 

N a Cl. Nella colonna vengono fatti passare circa 120 ml di sovranatante di 
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HUVEC oppure il lisato cellulare ad una velocità di 1 O ml/hr ed il C7 legato 

viene eluito con guanidinio-HCl 4 M (Sigma-Aldrich) in 0.1 M fosfato di 

sodio a pH 7.4 contenente 2 M NaCl. Prima dell'utilizzo il C7 staccato viene 

dializzato 12 ore a +4°C contro dPBS. 

4.2.16 SDS-PAGE ED IMMUNOBLOTTING 

Il C7 purificato mediante colonna di immunoaffinità, derivante sia dal 

sovranatante di coltura che dalle membrane cellulari lisate, viene fatto correre 

in un SDS-PAGE. L'elettroforesi è stata allestita secondo il metodo di 

Laemmli [70] con un gel di 1.5mm di spessore. Dopo la corsa elettroforetica 

in Vertical Slab Gel Electrophoresis Cell (Hoefer, S. Francisco, USA) di circa 

2 ore a 150V e 20mA il gel viene lasciato per 10 minuti nel tampone 

rigenerante in agitazione a temperatura ambiente e, successivamente, 

trasferito su nitrato di cellulosa in Western blot Semi-phor (Hoeffer scientific 

instruments S.F. USA) a 0,8mA per cm2 per 90 minuti in tampone di 

trasferimento. Il nitrato viene saturato con TBS-skin-milk 4% per una notte a 

+4°C. Dopo saturazione, la membrana viene lavata tre volte in TBS-Tween 20 

O. I% e, in seguito, incubata un'ora a +37°C con l'anticorpo policlonale goat 

anti-C7 coniugato con la biotina diluito I:IOOO in TBS-S.M. 0.1%-Tween 20 

0.1. Dopo tre lavaggi con TBS-Tween20 0.05%, la striscia di nitrocellulosa 

viene incubata con la streptavidina coniugata con la fosfatasi alcalina I :4000, 

per 30 minuti a +37°C. Infine si lava abbondantemente con TBS-Tween 20 

O. I%, quindi una volta con il tampone per la fosfatasi alcalina, e si aggiunge il 

substrato precipitante per la fosfatasi, costituito da 0.3mg/ml di BCIP e da 

0.6mg/ml di NBT in tampone per la fosfatasi alcalina (O. I M Tris-HCl pH 9.5 

contenente O.I M NaCl and 5 mM MgCli). Rainbow RPN 756 (Amersham 

Italia Srl) è stato usato come marker di peso molecolare. La reazione di 

sviluppo viene bloccata con brevi lavaggi in acqua e la striscia viene lasciata 

asciugare all'aria. 
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Le proteine residue nel gel di acrilamide vengono evidenziate mediante la 

colorazione con blue coomassie. Il gel viene incubato per 2-3 ore con una 

soluzione di Brillant blue G250 allo 0.1 % in metanolo 30% e acido acetico 

10%, quindi decolorato con una soluzione contenente la stessa percentuale di 

metanolo ed acido acetico. 

4.2.17 ACID STRIP 

Per capire se il C7 presente sulla membrana delle HUVEC sia veramente una 

proteina di membrana o sia legato ad un ipotetico recettore, si è seguita la 

metodica descritta da Haigler [71]. 

Le cellule endoteliali sono fatte crescere fino al raggiungimento della 

confluenza in piastre da 96 pozzetti (Costar, Cambridge, MA). Sono state 

quindi lavate due volte con una soluzione di dPBS contenente 2% BSA e O, 7 

mM di CaCli e MgCli e incubate con le soluzioni di acetato di sodio O .2M 

+NaCl 150mM a pH 2.5, 3.5 o 7.5 per 6 min a +4°C. L'acidità dei 

sovranatanti viene poi neutralizzata aggiungendo 100µ1/ml di Tris lM a pH 

9. Le cellule vengono inoltre sottoposte ad alta forza ionica, incubandole 

sempre per 6 min a +4°C con dPBS contenente KCl IM o KCl 3M. 

Successivamente le HUVEC vengono lavate e la presenza del C7 di 

membrana è rivelata con il metodo dell 'ELISA su cellule, dopo averle fissate 

per 15 min al buio con P AF all' 1 %. 

4.2.18 VALUTAZIONE DELLA PRODUZIONE DI IL-8 

Le HUVEC, di primo passaggio, vengono fatte crescere fino alla confluenza 

in piastre da 96 pozzetti e vengono incubate per 12-15, ore a 37°C 5% C02, 

formando il complesso terminale sul C7 di membrana e con il TCC ( 5 µg/ml) 

o con solo il medium. Successivamente viene prelevato il sopranatante delle 

cellule e viene quantificata la produzione di IL-8 usando un kit ELISA 

commerciale specifico (Biosource International, Camarillo, CA). 
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4.2.19 VALUTAZIONE IN VITRO DELLA PERMEABILITÀ ENDOTELIALE 

Le 2 x 104 HUVEC vengono seminate sul filtro di policarbonato del 

Transwell system (6.5-mm diameter, 3-µm pores; Costar), precedentemente 

gelatinato. I filtri così preparati vengono usati 5 giorni dopo la semina [ 43]. 

La formazione di un monolayer perfettamente confluente ed intatto su ogni 

Transwell viene monitorata aggiungendo nella camera superiore albumina 

bovina fluoresceinata (BSA-FITC), in concentrazione pari a 1 mg/ml, e 

misurando la quantità di albumina passata nella camera inferiore del sistema, 

utilizzando il Fluostar (SLT-Labinstruments Ges.m.b.H., Grodig, Austria). I 

Transwells vengono usati solamente quando la quantità di BSA passata nella 

camera inferiore è trascurabile; in tal caso anche gli stimoli vengono aggiunti 

nella camera superiore e la fluorescenza presente nella camera inferiore viene 

valutata a diversi intervalli di tempo. 

BSA-FITC 
STIMOLI 

Camera superiore 

Monolayer di 
cellule endoteliali 

Filtro poroso 
Camera inferiore 

Schema del modello Transwell per la valutazione in vitro della 
permeabilità endoteliale 

4.2.20 ANALISI STATISTICA 

I risultati sono stati espressi come media ± SD. I dati sono comparati con 

ANOVA usando l'analisi post-hoc per comparare i dati ottenuti da due o più 

gruppi rispettivamente con il test t corretto di Fisher. I valori di P<0.05 sono 

considerati statisticamente significativi. 



PARTE SECONDA-RISULTATI 47 

4.3 RISULTATI 

4.3.1 PRODUZIONE E PRESENZA DEL C7 SULLA MEMBRANA DELLE HUVEC 

Dati precedentemente ottenuti nel nostro laboratorio [ 48] indicano che le 

HUVEC rappresentano un importante sito extraepatico di sintesi del C7 

solubile. Queste cellule sono infatti capaci di secernere C7 e C3 in quantità 

paragonabile, che risulta essere pari a 11 ng/l 06 cellule per il C7 e 9 ng/106 

cellule per il C3. 

Secreto 

Legato alla 
membrana 

C7 

C3 

C7 

C3 

o 600 1200 1800 2400 

O.D.405nm 

Figura 8. Presenza del C7 e del C3 nel sovranatante e sulla membrana delle 
HUVEC. Le HUVEC vengono coltivate fino al raggiungimento della confluenza in 
piatre da 96 pozzetti. Il sovranatante viene raccolto e la presenza del C3 e del C7 
solubili viene valutata mediante ELISA (pannello superiore). I componenti presenti 
sulla membrana cellulare vengono analizzati mediante ELISA su cellule (pannello 
inferiore). **P<0.01 

Come rappresentato dal grafico nella Fig. 8, le cellule endoteliali rilasciano 

nel sopranatante di coltura notevoli quantità sia di C3 che di C7, dosate 

mediante ELISA. Per valutare l'espressione dei componenti sulla membrana 

cellulare, le cellule sono state fatte crescere fino alla confluenza in piastre da 

96 pozzetti, e la presenza dei due componenti è stata analizzata mediante 

ELISA su cellule. Gli anticorpi policlonali biotinilati anti-C3 e anti-C7 
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vengono incubati per 1 ora a +37°C sul monolayer di HUVEC 

abbondantemente lavato. Il legame dell'anticorpo primario viene rivelato 

incubando le cellule per 30 minuti a + 3 7°C con la streptavidina coniugata con 

l'enzima fosfatasi, seguita da 3 lavaggi e dall'incubazione con la soluzione di 

PNPP. I risultati presentati nel grafico inferiore della Fig. 8 dimostrano che le 

HUVEC presentano sulla membrana cellulare il componente C7, mentre il C3 

non è rilevabile. 
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La presenza del C7 sulle HUVEC è stata documentata anche mediante 

immunofluorescenza. Le cellule sono fatte crescere su vetrini da 8 pozzetti, 

preventivamente rivestiti da poli-L-lisina e da gelatina bovina al 2%. Il 

monolayer di cellule è stato lavato e fissato con P AF al 1 % per 15 minuti al 

buio. La presenza del C7 e del C3 è stata valutata incubando le cellule con 

anticorpi monoclonali anti-C7 e anti-C3 O.N. a +4°C. Il legame dell'anticorpo 

primario viene rivelato usando un anticorpo secondario anti-mouse coniugato 

con la fluoresceina. Come risulta chiaro dalla Fig. 9, le cellule risultano 

positive in modo diffuso su tutta la membrana per il C7, mentre sono 

completamente negative per il C3. 

Figura 9. Immunofluorescenza. Le HUVEC coltivate fino alla confluenza in vetrini 
da 8 pozzetti vengono fissate e incubate con anticorpi monoclonali anti-C3 o anti-C7 
O.N. a +4°C. Il legame dell'anticorpo primario viene rivelato utilizzando un 
anticorpo secondario marcato con fluoresceina. L'osservazione è fatta con un 
microscopio a fluorescenza (Carl Zeiss, Jena). Ingrandimento 500X. 
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Un'ulteriore conferma della presenza del componente C7 sulla membrana 

delle HUVEC e data dall'analisi al microscopio elettronico a trasmissione 

(TEM). Le cellule sono state fatte crescere fino alla confluenza su vetrini di 

plastica da 8 pozzetti, precedentemente polilisinati e gelatinati. Dopo vari 

lavaggi le cellule vengono fissate ed incubate per 12 ore a +4 °C con gli 

anticorpi primari monoclonali anti-C3 e anti-C7 diluiti 1 :50. Il legame 

dell'anticorpo viene rivelato incubando con anticorpi anti-mouse biotinilati 

per 1 ora a temperatura ambiente, e successivamente con streptavidina 

coniugata con particelle d'oro colloidale di 20 nm di diametro. Le cellule 

vengono poi incluse in resina e le sezioni semifini vengono osservate al 

microscopio elettronico. Come risulta in Fig. 1 O le particelle d'oro sono 

presenti solamente nella membrana delle HUVEC incubate l'anticorpo anti-

C7, a testimoniare la presenza di tale componente sulla superficie cellulare. 

La distribuzione del C7 è uniforme su tutta la membrana, mentre il C3 risulta 

completamente assente. 

Figura 10. Immunogold. Le HUVEC sono fatte crescere su vetrini di plastica da 8 
pozzetti. Le cellule sono fissate e la presenza dei componenti complementari viene 
rivelata mediante anticorpi monoclonali seguiti da anticorpi secondari biotinilati e 
successivamente da streptavidina marcata con particelle d'oro colloidale da 20nm Il 
campione viene incluso in resina e le sezioni osservate al microscopio elettronico a 
trasmissione. Ingrandimento 56000X. 
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4.3.2 PRESENZA DEL C7 IN DIVERSI DISTRETTI TISSUTALI 

La presenza del C7 sulla membrana delle HUVEC ci ha indotti a studiare la 

presenza di tale componente anche sulle EC di organi dove l'endotelio gioca 

un ruolo particolarmente importante come il derma cutaneo e la decidua. Per 

tale analisi siamo andati a vedere la distribuzione del C7 mediante 

immunoistochimica sia su sezioni congelate sia sulle EC isolate dal tessuto. 

Le sezioni della decidua e del derma cutaneo, dopo la fissazione, sono state 

incubate con l'anticorpo monoclonale anti-C7, ed il legame è stato 

visualizzato con un secondario marcato con la biotina. Lo sviluppo della 

colorazione delle cellule positive avviene grazie all'utilizzo della 

streptavidina marcata con la perossidasi che reagisce con il substrato DAB. Le 

cellule isolate dalla decidua (DEC) e dal derma (ADMEC) vengono invece 

fatte crescere su di un vetrino da 8 pozzetti ed incubate, successivamente alla 

fissazione, con l'anticorpo monoclonale anti-C7. Il legame viene poi rivelato 

usando l'anticorpo secondario marcato con la fluoresceina. 

Come risulta evidente dalla Fig. 11, i vasi del microcircolo cutaneo 

presentano una debole positività per il C7 (A) mentre le ADMEC, analizzate 

al microscopio a fluorescenza (B), presentano una marcata positività diffusa 

su tutta superficie cellulare. Anche i vasi della decidua (C) sono risultati 

positivi per il C7, e anche le DEC isolate mostrano una spiccata positività per 

il C7 (D). 
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Figura 11. Distribuzione del C7. lrnmunoperossidasi sulle sezioni di derma cutaneo 
(A) e della placenta del primo trimestre (C) ottenuta incubando le sezioni con 
anticorpi monoclonali anti-C7 (250X). Le EC isolate dal microcircolo cutaneo (B) e 
dalla decidua (D), cresciute fino alla confluenza in vetrini da 8 pozzetti, vengono 
incubate con anticorpi monoclonali anti-C7, seguiti da anticorpi secondari marcati 
con la fluoresceina (250X inserto B; 750X inserto D). 

52 
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4.3.3 PURIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DEL C7 ESPRESSO SULLA 

MEMBRANA 

Poiché, i risultati finora ottenuti dimostrano che il C7 è presente sulla 

membrana delle EC, abbiamo voluto isolare la proteina e confrontarla con 

quella solubile. A tal fine, il lisato cellulare delle HUVEC, la cui membrana 

era stata marcata con un derivato idrosolubile della biotina, ed il sovranatante 

delle cellule sono stati purificati attraverso una colonna di affinità anti-C7. Il 

materiale ottenuto è stato visualizzato mediante Western blotting. 

Dalla Fig. 12 appare evidente che sia incubando con la sola streptavidina sia 

con l'anticorpo anti-C7, si ottengono delle bande di peso molecolare 

paragonabile a quelle ottenute dal sovranatante e dal siero umano normale 

(NHS) corrispondenti al peso molecolare del C7. 

NHS sC7 mC7 mC7 

115 kDa 

Anti-C7 Streptavidina 

Figura 12. Western blotting. Il C7 purificato dal sovranatante (sC7) e dal lisato 
cellulare (mC7), proveniente sia delle cellule biotinilate sia da quelle non trattate, e 
del siero umano normale (NHS), è stato fatto correre in SDS-PAGE e trasferito sulla 
membrana di nitrocellulosa. Lo sviluppo è stato fatto usando sia l'anticorpo 
poli clonale coniugato con la biotina sia con solo la streptavidina legata all'enzima 
fosfatasi alcalina. 
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4.3.4 IL C7 È COVALENTEMENTE LEGATO ALLA MEMBRANA DELLE HUVEC 

A vendo osservato che il C7 è presente sulla membrana delle HUVEC, c1 

siamo chiesti se il legame vedesse coinvolto un qualche recettore, o se il 

componente potesse essere un proteina realmente costituente la membrana. A 

tal fine le cellule colti vate fino alla confluenza in piastre da 96 pozzetti, dopo 

essere state lavate abbondantemente, sono state trattate per 6 mina +4°C con 

diversi pH e con soluzioni ad alta forza ionica. 

Nessun trattamento ha indotto una significativa diminuzione dell'espressione 

del C7 sulla membrana (Fig. 13), a testimonianza del fatto che la molecola è 

legata in modo covalente alla superficie cellulare. 

PBS 

pH 7.5 

pH 3.5 

pH 2.5 

KC13M 

KCllM 

o 400 800 1200 1600 
O.D.405nm 

Figura 13. Trattamento con alta forza ionica e "acid strip". Le HUVEC, cresciute 
fino alla confluenza in piastra da 96 pozzetti, sono state trattate per 6 rnin. a +4 °C 
con soluzioni di dPBS contenenti KCl lM o 3M, o con acetato di sodio a diversi pH 
o con dPBS, come controllo. Le cellule sono state lavate e fissate, ed il C7 pesente 
sulla membrana è stato valutato mediante ELISA su cellule. 
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4.3.5 MODULAZIONE DELL'ESPRESSIONE DEL C7 DI MEMBRANA E DEL C7 

SOLUBILE DA PARTE DI CITOCHINE 

Dati ottenuti nel nostro laboratorio avevano già dimostrato che il C7 secreto 

viene modulato da diverse citochine [ 48]. Quindi, siamo andati a valutare 

quale fosse l'effetto degli stessi stimoli sul C7 di membrana. A tal fine le 

cellule, cresciute fino alla confluenza in piatre da 96 pozzetti, sono state 

trattate con TNF-a, IFN-y e IL-la per 12 ore a +37°C. Quindi è stato raccolto 

il sovranatante e la quantità di C7 secreto è stata calcolata madiante ELISA, 

mentre la variazione dell'espressione del C7 di membrana è stata valutata con 

ELISA su cellule. 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 
% rispetto al con1rollo 

Figura 14. Modulazione del C7 secreto e di membrana da parte di citochine. Le 
HUVEC fatte crescere fino alla confluenza in piastre da 96 pozzetti sono trattate per 
12 ore a +37°C con TNF-a. 200 U/ml IFN-y 100 U/ml, e IL-la. 10 U/ml. Il 
sovranatante viene raccolto e la presenza del C7 viene calcolata mediante ELISA. Il 
C7 di membrana è valutato mediante ELISA su cellule. I risultati sono espressi come 
percentuale del controllo non stimolato. *P<0.01 ; **P<0.05 

Come risulta dalla Fig. 14, il C7 di membrana è diversamente modulato 

rispetto al C7 solubile. In particolare il TNF -a induce un aumento 
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dell'espressione del C7 di membrana e non ne modula la secrezione. Al 

contrario l'IFN-y induce una notevole diminuzione della sintesi del C7 

solubile ed un incremento dell'espressione del C7 di membrana. 

L 'IL-1 a sembra non avere un diverso effetto sulle due molecole in quanto 

aumenta l'espressione di entrambe. 
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4.3.6 IL C7 DI MEMBRANA CONTRIBUISCE ALLA FORMAZIONE DEL 

COMPLESSO TERMINALE 

Per esammare il ruolo del C7 di membrana, la pnma ipotesi presa m 

considerazione è stata quella di valutare se tale molecola mantenesse la 

capacità che ha il C7 solubile di legare il C5b6 e gli altri componenti terminali 

del C, portando alla formazione del complesso terminale. Abbiamo quindi 

incubato le cellule endoteliali, cresciute fmo alla confluenza in piatre da 96 

pozzetti, con il C5b6, il C8 ed il C9 e la formazione del complesso terminale è 

stata valutata mediante ELISA su cellule. Per dimostare la specificità del 

legame degli altri componenti sul C7 di membrana le cellule sono state 

incubate con anticorpi policlonali anti-C7 prima dell'aggiunta dei 

componenti. 

C5b6 +C8, 9 

Anti C7 + 
C5b6, 8, 9 

controllo 

o 200 400 600 800 1000 1200 
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Figura 15. Valutazione della capacità del C7 di membrana di formare il 
complesso terminale. Le HUVEC, raggiunta la confluenza in piastre da 96 pozzetti, 
vengono incubate con 2µg di C5b6 per 1 O min. a + 3 7°C e successivamente vengono 
aggiunti lµg di C8 e 2µg di C9 per 2 ore a +37°C. In alcuni pozzetti le cellule 
vengono preincubate per 25 min a +37°C con l'anticorpo policlonale anti-C7 
(20µg/ml) prima dell'aggiunta dei componenti. La formazione del complesso 
terminale sul C7 di membrana (mTCC) è valutata mediante ELISA su cellule, 
utilizzando un anticorpo monoclonale che riconosce un neo epitopo esposto sul C9 
polimerizzato. *P<0.05 
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Come rappresentato dalla Fig. 15, il C7 di membrana è risultato essere capace 

di formare il complesso terminale sulla membrana delle HUVEC e, poiché 

l'anticorpo anti-C7 inibisce tale assemblaggio, è evidente che i componenti si 

legano specificamente sul C7 e non in altri siti presenti sulla membrana. 
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4.3. 7 IL C7 DI MEMBRANA FUNGE DA "DECOY ACCEPTOR" PER GLI ALTRI 

COMPONENTI TERMINALI 

A vendo dimostrato che il C7 di membrana è capace di legare gli altri 

componenti formando il complesso terminale sulla membrana (mTCC), ci 

siamo chiesti quale ruolo potesse avere questa molecola. Come primo passo 

siamo andati a vedere se la formazione del mTCC sul C7 inducesse 

l'attivazione delle cellule, in quanto il complesso terminale del c 
citoliticamente inattivo (iTCC) esercita un effetto proinfiammatorio sulle 

cellule endoteliali portando all'espressione delle molecole di adesione quali 

VCAM-1, ELAM e ICAM-1 [16]. 

controllo 

iTCC 

mTCC+iTCC 

mTCC 

mTCC+C7 

o 500 1000 1500 
O.O. 405 nm 

2000 2500 

CJ IC'AM-1 

08.AM 

• VCAM-1 

Figura 16. Espressione delle molecole di adesione. Le HUVEC, fatte crescere fino 
alla confluenza in piatre da 96 pozzetti, vengono stimolate con l 'iTCC (5µg/ml), da 
solo o in presenza del complesso terminale assemblato sul C7 di membrana (mTCC). 
In alcuni pozzetti lµg di C7 solubile viene aggiunto successivamente alla formazione 
del mTCC. L'espressione delle molecole di adesione viene valutata mediante ELISA 
su cellule impiegando anticorpi monoclonali diretti contro VCAM-1, ICAM-1 (dopo 
12 ore di stimolazione) ed ELAM (dopo 4 ore di stimolazione).* P<0.05 

L'iTCC, come ci si aspettava, è risultato essere capace di indurre 

l'espressione delle molecole di adesione, mentre il mTCC, formato 

aggiungendo alle HUVEC il C5b6, il C8 ed il C9, non ne provoca alcun 

aumento significativo, nemmeno se il componente C7 solubile viene aggiunto 
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subito dopo la formazione del mTCC. Il risultato che ci ha impressionato 

maggiormente è stato quello ottenuto facendo formare prima il mTCC, e 

aggiungendo successivamente l'iTCC. Come risulta evidente dalla Fig. 16 

l'assemblaggio del complesso che utilizza il C7 di membrana causa una 

inibizione dell'espressione delle molecole di adesione indotta dalla 

stimolazione con l'iTCC, come se le cellule fossero protette contro lo stimolo 

proinfiammatorio esercitato dall'iTCC. 

In considerazione del fatto che il C7 di membrana funge da sito di formazione 

del TCC e che questo porta al blocco dell'espressione delle molecole di 

adesione provocato dall'iTCC, ci siamo chiesti se il complesso formato sulla 

membrana potesse inibire anche la secrezione di citochine, come la IL-8, 

normalmente sintetizzate dalle EC in seguito a stimolazione da parte 

dall'iTCC. A tale fine il sovranatante delle cellule stimolate con l'iTCC, dopo 

aver formato il complesso sul C7 di membrana, è stato raccolto e la quantità 

di IL-8 presente è stata valutata mediante ELISA. 

controllo 

TNF-alfa 

mTCC 

mTCC+iTCC 

iTCC 

o 10 20 30 40 50 60 
ng/ml 

Figura 17. Sintesi di IL-8. La quantità di IL-8 presente nel sovranatante delle 
HUVEC stimolate per 12 ore a +37°C con 0,5 µg/ml di iTCC, in presenza o meno 
del mTCC, o con 200 U/ml di TNF-a, come controllo positivo, è stata misurata 
mediante ELISA. 

Anche in questo caso, come era risultato dallo studio dell'espressione delle 

molecole di adesione, il complesso terminale formato sul C7 di membrana da 

solo non induce l'aumento della secrezione della IL-8. Inoltre, come era stato 
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dimostrato precedentemente [16], l'iTCC stimola le EC a secernere la IL-8, in 

misura paragonabile a quella ottenuta con un noto stimolo proinfiammatorio 

come il TNF-a. Però se le cellule vengono prima incubate con il C5b6, il C8 

ed il C9 portando alla formazione del m TCC, e poi si aggiunge l' iTCC, le 

cellule non rispondono allo stimolo. 

Poiché il C7 di membrana sembra agire da "decoy acceptor" per gli altri 

componenti terminali e blocca la risposta cellulare allo stimolo 

proinfiammatorio indotto dall'iTCC, ci siamo chiesti se anche un'altra fase 

della flogosi in cui è coinvolto il TCC, l'aumento della permeabilità [72] 

fosse inibita in seguito alla formazione del mTCC. Per questa valutazione le 

HUVEC sono state fatte crescere fino alla confluenza sulla faccia superiore 

dell'inserto del Transwell. Alla camera superiore è stata aggiunta la BSA-

FITC e la fluorescenza della camera inferiore è stata misurata dopo 7 minuti 

per accertare la perfetta formazione del monolayer. I pozzetti in cui 

l'endotelio non ha permesso il passaggio della B SA vengono usati per testare 

gli stimoli. Per la formazione del mTCC il C5b6, il C8 ed il C9 vengono 

aggiunti alle cellule e in alcuni pozzetti e dopo 2 ore viene aggiunto il TCC. 

La fluorescenza presente nella camera inferiore viene quantificata dopo 30 

minuti mediante il Fluostar. 

Come ci si aspettava, il TCC (SC5b-9) ha indotto un significativo aumento 

della permeabilità (Fig.18), mentre il complesso formato sul C7 di membrana 

sia da solo che dato prima del complesso solubile, non induce alcun aumento, 

dimostrando ulteriormente che il C7 garantisce una protezione alle EC nei 

confronti dello stimolo proinfiammatorio dato dal complesso solubile. 
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o 400 800 1200 1600 2000 2400 
Unità di Fluorescenza 

Figura 18. Valutazione della permeabilità endoteliale. Le HUVEC sono state 
coltivate fino alla confluenza sulla faccia superiore dell'inserto del Transwell. Il 
complesso terminale è stato assemblato sul C7 di membrana (2µg C5b6 per 10 min.+ 
lµg C8 e 2µg C9 per 2 ore) e successivamente è stato aggiunto il complesso 
terminale del complemente citoliticamente inattivo (SC5b-9) (0,5µg/ml). La quantità 
di BSA-FITC, aggiunta nella camera superiore, e presente nella camera inferiore 
dopo 30 min. è stata valutata mediante lettura al Fluostar. **P<0.01 

62 
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4.4 DISCUSSIONE 

Il sistema del c è un importante costituente dell'immunità innata e garantisce 

protezione nei confronti degli agenti patogeni. Infatti, distrugge le cellule 

bersaglio ed è in grado di promuove l'infiammazione. In certe condizioni 

patologiche, però, si assiste ad un'attivazione massiva del sistema, che 

provoca danni tissutali piuttosto che esercitare un effetto protettivo. Per tale 

ragione le cellule dell'organismo producono e presentano sulle loro 

membrane proteine appartenenti al sistema del C con funzione regolatoria. 

Questo è particolarmente importante per le EC, che si trovano esposte di 

continuo ai prodotti di attivazione del sistema e producono di conseguenza sia 

regolatori solubili, come il Cl inibitore [49], i fattori H [50] ed I [51], che 

regolatori di membrana, come il CD46 [52], il CD55 [53] ed il CD59 [54]. 

Ricerche condotte nel nostro laboratorio, hanno dimostrato che le HUVEC 

sintetizzano anche i componenti del sistema C3 e C7 [48]. Nel caso del C7 

questa osservazione è di notevole interesse in quanto studi precedenti condotti 

da Wurzner et al. [73] avevano dimostrato che, a differenza degli altri 

componenti del sistema, le cellule epatiche non rappresentano la sede 

principale di sintesi del C7. Il fatto che tale componente venga sintetizzato e 

secreto principalmente dalle EC è importante in quanto l'endotelio, rivestendo 

una superficie estesa a diretto contatto con il sangue, rilascia la molecola 

direttamente nel compartimento dove deve svolgere il suo compito di difesa. 

Durante l'attivazione del sistema del C, il C5b6 lega il C7 ed il complesso 

così formato va incontro ad una modificazione conformazionale, esponendo 

transitoriamente siti idrofobici che facilitano l'adesione e l'inserimento del 

complesso nella membrana della cellula bersaglio [55]. Successivamente, in 

seguito al legame del C8 e del C9 al C5b-7 si assiste alla formazione di un 

poro transmembranario, che causa la lisi osmotica della cellula [1]. Il C7 

secreto può anche offrire una sorta di protezione alle EC, in quanto i siti 

idrofobici esposti sul complesso C5b-7 e necessari per l'inserimento nella 
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membrana cellulare scompaiono molto rapidamente. Tuttavia il complesso 

trimolecolare mantiene la capacità di legare la proteina S, o vitronectina, 

formando un complesso citoliticamente inattivo iTCC o SC5b-9 [56]. Il 

complesso che ne deriva non è più in grado di causare la lisi della cellula, ma 

mantiene la capacità di legarsi alla membrana inducendo risposte di tipo 

pro infiammatori o [ 16]. Tutti i componenti terminali del complemento che 

danno luogo alla formazione dal complesso terminale vengono prodotti come 

molecole solubili, mentre i regolatori del complemento sono presenti sia come 

molecole solubili sia come proteine legate alla membrana. 

I risultati presentati in questa seconda parte della tesi indicano che il C7, ma 

non il C3, è presente sulla membrana delle HUVEC, e che svolge una 

funzione di "decoy-acceptor" per gli altri componenti complementari, 

inibendo l'attività proinfiammatoria del complesso terminale citoliticamente 

inattivo. 

La presenza dei componenti complementari C3 e C7 sulla membrana delle 

HUVEC si è inizialmente documentata utilizzando il metodo dell 'ELISA su 

cellule. Abbiamo confrontato il risultato così ottenuto con quello di un test 

ELISA usato per valutare la presenza degli stessi componenti nel sovranatante 

di coltura delle cellule appartenenti alla stessa popolazione·. Mentre il 

sovranatante presentava il C3 ed il C7 in quantità paragonabile, sulla 

membrana è risultato essere presente solamente il C7. 

La presenza del C7, ma non del C3, sulla membrana delle HUVEC è stata 

confermata esaminando le cellule al microscopio a fluorescenza. Queste 

indagini hanno dimostrato che il C7 è presente con una distribuzione 

uniforme su tutta la superficie cellulare. 

Per ottenere ulteriori informazioni sulla distribuzione della molecola a livello 

della membrana abbiamo utilizzato la microscopia elettronica a trasmissione, 

che ci ha permesso di confermare la presenza del C7 su tutta la superficie 

cellulare. 
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Probabilmente le HUVEC non sono il modello migliore per studiare 

l'espressione dei componenti complementari. Infatti Ueki et al. [74] hanno 

dimostrato che la quantità di C3 secreto dalle EC isolate dalla cute umana è 

circa dieci volte superiore a quella prodotta dalle HUVEC. Ci siamo allora 

chiesti se anche la presenza del C7 di membrana risultasse maggiore in altri 

distretti tissutali. Siamo andati, quindi, ad analizzare due distretti in cui le EC 

giocano un ruolo particolarmente importante cioè la cute e la decidua. 

I risultati ottenuti dall'analisi immunoistochimica su sezioni congelate di 

decidua e di derma cutaneo umano, hanno evidenziato la presenza del C7 a 

livello dei vasi in entrambi i tessuti. Questi dati sono stati confermati con 

l'esame al microscopio a fluorescenza anche di cellule isolate dalla decidua 

(DEC) o dal derma cutaneo (ADMEC). In entrambi i tipi cellulari il C7 era 

distribuito in modo uniforme su tutta la membrana cellulare. 

Abbiamo proseguito il nostro studio andando a confrontare, a livello 

molecolare, il C7 secreto dalle HUVEC con quello presente sulla membrana. 

Per questo il C7 presente nel sovranatante e nel lisato cellulare è stato 

purificato mediante colonna cromatografia di affinità. Per identificare il C7 

presente sulla membrana, le HUVEC sono state previamente biotinilate e 

quindi lisate. Il western blotting, sviluppato sia con gli anticorpi diretti contro 

il C7 sia con la sola streptavidina, ci ha confrmato che sia il C7 presente sulla 

membrana che quello secreto nel sovranatante presentano un peso molecolare 

simile e paragonabile a quello del C7 presente nel siero umano normale. 

Per capire se il C7 è legato alla membrana tramite un ipotetico recettore, le 

EC sono state sottoposte all'"acid strip" o sono state trattate con una 

soluzione ad alta forza ionica, seguendo il metodo già impiegato da Kaul e 

Loos per dimostrare che il C 1 q è una proteina di membrana dei macrofagi 

[7 5]. Entrambi i trattamenti non hanno determinato una riduzione significativa 

della presenza del C7, a dimostrazione che tale molecola è covalentemente 

legata alla membrana cellulare. 
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La modulazione del C7 secreto dalle HUVEC in risposta al trattamento con 

diverse citochine ci ha spinto a studiare l'effetto degli stessi stimoli anche sul 

C7 presente sulla membrana. Sorprendentemente gli stimoli inducono una 

risposta diversa sulla proteina solubile rispetto a quella di membrana. Il TNF-

a, che non influenza la secrezione del C7 solubile, induce un significativo 

aumento dell'espressione del C7 di membrana. L'IFN-y provoca una notevole 

riduzione della sintesi del C7 solubile e, al contrario, un significativo 

incremento del C7 presente sulla membrana. L'unica citochina che modula le 

due forme del C7 allo stesso modo, cioè aumentandolo, è l'IL-la. Questo 

risultato ci fa supporre che il C7 di membrana sia una molecola che viene 

maggiormente espressa in seguito all'attivazione cellulare dovuta a stimoli 

pro infiammatori. 

Era già stato precedentemente dimostrato che il C7 secreto dalle HUVEC era 

in grado di legare gli altri componenti complementari contribuendo alla 

formazione del complesso terminale in soluzione [ 48]. Abbiamo valutato la 

capacità del C7 presente sulla membrana cellulare di fungere da sito di 

assemblaggio del TCC sulla membrana. I risultati ottenuti, incubando le 

HUVEC con i componenti C5b6, C8 e C9 nel giusto rapporto molare, hanno 

dimostrato che il C7 di membrana conserva la capacità di legare gli altri 

componenti terminali fornendo il sito di ancoraggio per la formazione del 

TCC sulla membrana. Una ulteriore dimostrazione che il C7 di membrana 

contribuisce all'assemblaggio del TCC è data dal fatto che, preincubando le 

HUVEC con l'anticorpo anti-C7, la formazione del complesso molecolare era 

completamente inibita. 

E' noto ormai da tempo che il TCC citoliticamente inattivo, interagendo con 

le EC, induce effetti proinfiammatori. L'iTCC, infatti, attiva le EC causando 

l'aumento dell'aspressione delle molecole di adesione, quali VCAM-1, 

ELAM ed ICAM-1 [16]. E' stato logico chiederci se anche il complesso 

assemblato sul C7 di membrana (mTCC) avesse un ruolo attivo nello 
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stimolare una risposta proflogogena. I dati da noi raccolti mostrano 

chiaramente che, contrariamente alla stimolazione osservata con l'iTCC, la 

formazione del mTCC non provoca alcun aumento dell'espressione di 

VCAM-1, ELAM o ICAM-1. Abbiamo ottenuto lo stesso risultato anche 

aggiungendo il C7 solubile immediatamente dopo l'assemblaggio del mTCC. 

Un dato ancora più eclatante è stato quello ottenuto facendo formare il mTCC 

e stimolando successivamente le HUVEC con l'iTCC. In queste condizioni, 

l' iTCC non ha causato l'aumento dell'espressione delle molecole di adesione, 

che ci si attendeva, suggerendo l'ipotesi che il TCC assemblato sul C7 

presente sulla membrana conferisce alle HUVEC una protezione contro 

un'eccessiva stimolazione di tipo proinfiammatorio indotta dal TCC solubile. 

Il C7 di membrana quindi lega gli altri componenti terminali del C, 

sottraendoli dall'ambiente circostante e riducendone, di conseguenza, la 

quantità disponibile per la formazione del TCC. Possiamo paragonare il ruolo 

del C7 presente sulla membrana delle EC con quello del "decoy-receptor" per 

l' IL-1 presente sui polimorfonucleati identificato da Calotta et al. [7 6]. 

L'attività svolta dalle due molecole è diversa in quanto il recettore silente per 

la IL-1 sequestra la citochina competendo con un recettore funzionale, mentre 

il C7 lega gli altri componenti terminali e contribuisce a formare un 

complesso terminale, che però inibisce l'effetto indotto da quello contenente 

il C7 solubile. Possiamo quindi attribuire al C7 di membrana un ruolo di 

accettore silente dei componenti complementari terminali attivati ("decoy-

acceptor"). 

Un altro effetto indotto dall'iTCC sulle HUVEC è quello di indurre la 

produzione e secrezione di citochine proinfiammatorie, ed in particolare della 

IL-8. Per confermare ulteriormente il ruolo di "decoy acceptor" svolto dal C7 

di membrana, abbiamo voluto esaminare la secrezione della IL-8 dalle 

HUVEC stimolate con l'iTCC da solo o aggiunto dopo la formazione del 
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mTCC. Anche in questo caso il mTCC ha inibito la risposta infiammatoria 

causata dall'iTCC. 

Il ree promuove quasi tutte le fasi delle flogosi, dalla m1graz10ne dei 

neutrofili [ 43] all'aumento della permeabilità vascolare, come abbiamo 

dimostrato nella prima parte di questa tesi [72]. Ci siamo chiesti, allora, se il 

C7 presente sulla membrana delle HUVEC potesse influenzare anche 

quest'ultima manifestazione della flogosi. Per questo tipo di esperimenti 

abbiamo usato il complesso terminale solubile contenente la proteina S, che 

negli esperimenti condotti nella prima parte della tesi, è risultato essere 

perfettamente efficace. Ancora una volta il mTCC assemblato sul C7 di 

membrana non ha mostrato alcuna attività proinfiammatoria diretta ma, al 

contrario, è stato capace di inibire completamente la permeabilità indotta dal 

complesso terminale solubile. 
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5 CONCLUSIONI 
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Nella prima parte di questa tesi abbiamo dimostrato che sia l'iree che il 

complesso presente in circolo, I' Se5b-9, inducono l'aumento della 

permeabilità vascolare, promuovendo la flogosi. L'attività permeabilizzante 

svolta dal ree è mediata dal rilascio da parte delle Ee di molecole vasoattive 

quali P AF e BK. I risultati ottenuti utilizzando modelli "in vitro", sono stati 

confermati anche dal modello "in vivo" nel ratto. L'Se5b-9 induce la 

permeabilità vascolare provocando l'apertura delle giunzioni intercellulari. 

Abbiamo dimostrato, inoltre, che l'effetto vasopermeabilizzante provocato dal 

complesso terminale viene inibito dagli antagonisti dei recettori della BK di 

tipo B2 e del PAF. 

Nella seconda parte abbiamo valutato l'espressione dei componenti del e 

sulla membrana delle Ee. Abbiamo dimostrato che il e7 è presente sulle Ee 

isolate da vari distretti tissutali, e che è covalentemente legato alla membrana. 

L'espressione del e7 è modulata da diverse citochine e la molecola, simile a 

quella solubile, mantiene la capacità di legare gli altri componenti terminali 

formando il ree sulla membrana cellulare (mree). Il C7 di membrana 

svolge una funzione di "decoy acceptor" per il ree nascente, ed è in grado di 

inibire tutte le attività proinfiammatorie del complesso solubile, quali 

l'espressione delle molecole di adesione, la secrezione della IL-8 e l'aumento 

della permeabilità vascolare. 
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