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RAGE: una nuova via pro-infiammatoria
per le polmoniti interstiziali?
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Riassunto. Le polmoniti interstiziali rappresentano un gruppo eterogeneo di patologie
respiratorie a causa nota o sconosciuta, nelle quali il danno alveolare viene seguito da fe-
nomeni difensivi e riparativi a carattere sia pro-infiammatorio sia anti-infiammatorio. Si
ipotizza che fattori comuni possano orchestrare questi eventi e RAGE (Receptor for Ad-
vanced Glucation End products) & uno dei possibili candidati. Vengono discusse le impli-
cazioni legate alla via patogenetica ad esso collegata, in diverse patologie interstiziali.

Parole chiave. Diabete mellito, fibrosi polmonare idiopatica, malattia di Alzheimer, mi-
grazione cellulare, patologie inflammatorie croniche, prodotti di glicazione avanzata, re-
cettore RAGE, sarcoidosi, trasduzione del segnale.

Summary. RAGE: a novel pro-inflammatory pathway for chronic respiratory disorders?

Interstitial pneumonites represent a heterogeneous group of respiratory disorders
with known causes or idiopathic, in which alveolar injury is followed by defense and re-
pair mechanisms either with pro- and anti-inflammatory properties. It is hypotesized
that common factors would orchestrate such events, and RAGE is one of possible such
candidates. Implications connected to RAGE pathway in varying interstitial pneumonites
are discussed.

Key words. Advanced glycation end-products, Alzheimer disease, cells migration, dia-
betes, idiopathic pulmonary fibrosis, inflammatory response, RAGE receptor, sarcoidosis,

signal transduction.

Introduzione

Il termine di polmoniti interstiziali ha sosti-
tuito nella pratica clinica quello relativamente ob-
soleto di fibrosi polmonari, per definire un vasto
ed eterogeneo gruppo di condizioni, sia a causa
nota sia idiopatiche, caratterizzate, nel caso di
mancata risoluzione, da un sovvertimento della
architettura polmonare, con presenza di gradi va-
riabili di inflammazione e fibrosil. Una disamina
analitica di tali condizioni va oltre le finalita di
questo lavoro, nel cui contesto e sufficiente affer-
mare che se le cause di danno polmonare sono
moltissime, per limitarci solo a quelle conosciute,
¢ altresi vero che le risposte protettive dei mecca-
nismi di difesa polmonari sono relativamente ste-
reotipate e conducono ad intricate interazioni fra
fattori pro-infiammatori ed anti-infiammatori.
Per questi motivi ci siamo interessati a RAGE (re-
cettore per i1 prodotti finali della glicazione avan-
zata), supponendo che risposte stereotipate pos-
sono derivare dal fatto di essere orchestrate in
modo unitario.

RAGE (Receptor for Advanced Glycation
End products)

Il recettore RAGE & un una molecola di superfi-
cie appartenente alla superfamiglia delle immuno-
globuline. RAGE si distingue da altri recettori per
il carattere multi-ligando che gli consente di inte-
ragire con molecole diverse implicate nell’omeosta-
si, nello sviluppo e nell’infiammazione?. In partico-
lare, sono stati identificati come ligandi di RAGE: i
prodotti finali della glicazione avanzata (AGE), le
S100-calgranuline, il peptide p-amiloide (Ap) le
anfoterine. Il legame di RAGE ai suoi ligandi non
accelera la loro clearance o degradazione, al con-
trario da inizio ad un periodo di sostenuta attiva-
zione cellulare, mediata da un meccanismo di tra-
sduzione del segnale recettore-dipendente, che puo
infine sfociare in attivazione cellulare cronica e
danno tessutale?.

Il gene RAGE nell’'uomo si estende per 3080 bp
ed & localizzato sul cromosoma 6, all'interno del-
la classe III di HLA, in prossimita della zona di
giunzione con la classe II.
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E noto che il gene RAGE viene trascritto a
bassi livelli in numerosi di tipi cellulari quali:
linfociti, cellule endoteliali, cellule muscolari li-
sce, fagociti mononucleati, neuroni, miociti car-
diaci, epatociti, cellule dei gangli bipolari della
retina. Tuttavia, in presenza dei suoi ligandi, la
stimolazione cellulare mediata da RAGE deter-
mina un’aumentata espressione del recettore
stesso; si viene cosi a delineare un “feedback loop”
positivo, in cui I'interazione ligando-recettore in-
crementa l’espressione del recettore stesso a li-
vello di membrana, amplificando in tal modo I'at-
tivazione cellulare indotta da RAGE *. Questa si-
tuazione e 'opposto di quel che avviene con altri
recettori, ad esempio il recettore per le LDL, do-
ve aumentati livelli di ligando determinano una
diminuzione di espressione del recettore®.

Dal punto di vista clinico, 'attivita di RAGE e
stata associata a condizioni patologiche caratte-
rizzate da inflammazione persistente, come dia-
bete, Alzheimer e aterosclerosi? e, piti recente-
mente, a malattie autoimmuni®.

Struttura del recettore

RAGE é composto da tre domini. Il dominio N-
terminale extracellulare, costituito da 332 aa, in-
clude tre regioni di tipo immunoglobulinico: una
regione variabile V seguita da due regioni costan-
ti C chiamate C e C’. Sebbene le regioni C e C’ non
leghino direttamente il ligando, esse hanno un
ruolo fondamentale nello stabilizzare la regione V,
al fine di mediare la sua interazione con il ligando.
Vi sono poi un dominio idrofobico transmembrana
di 21 aa ed una coda citosolica di 43 aa. La coda ci-
tosolica manca di motivi segnale (ad es. siti di fo-
sforilazione, domini chinasici), ma & critica per I’at-
tivazione cellulare RAGE-dipendente?®”.

Esistono anche due isoforme circolanti di RA-
GE, le quali comprendono solo la porzione extra-
cellulare che riconosce i ligandi e derivano o da
splicing alternativo del’'mRNA (esRAGE)8, oppure
da clivaggio proteolitico dei domini C-terminali
(sRAGE)*. Esperimenti condotti sull’'uomo e su
modelli animali hanno dimostrato che nel plasma
sono gia presenti quantita picomolari di queste
isoforme, che sono in grado di antagonizzare 1’ef-
fetto del recettore di membrana. Infatti e stato di-
mostrato che in presenza di eccesso di SRAGE, i li-
gandi si associano all’isoforma solubile e I'attiva-
zione cellulare ¢ abrogata, poiché il recettore di
superficie rimane libero.

RAGE, pertanto, agisce come recettore di su-
perficie coinvolto nella trasduzione del segnale;
infatti tramite la sua porzione extracellulare me-
dia il legame dei ligandi alla membrana cellulare,
mentre, grazie alla coda citosolica, & in grado di
innescare un meccanismo di attivazione cellulare
specifico.

RAGE ed infiammazione

Il ruolo di RAGE e dei suoi ligandi nel sostene-
re la risposta infiammatoria e stato ampia-
mente documentato *!° ed il danno tessutale
mediato da RAGE e dai suoi ligandi é stato im-
plicato in patologie inflammatorie croniche a ca-
rico di una moltitudine di organi diversi.

RAGE funge da recettore per polipeptidi ap-
partenenti alla famiglia delle S100/calgranuline.
Si tratta di proteine strettamente correlate, rila-
sciate da cellule attivate che mediano i processi in-
fiammatori; tali cellule includono leucociti poli-
morfonucleati, fagociti mononucleati e linfociti. Il
primo membro di questa famiglia ad essere identi-
ficato come ligando di RAGE & un polipeptide di
12kDa chiamato S100A12. Il legame di RAGE a
S100A12 media l'attivazione delle cellule endote-
liali, dei macrofagi e dei linfociti.

P> Una caratteristica fondamentale delle S100/cal-
granuline ¢ il loro accumulo ai siti di inflammazio-
ne cronica. Tuttavia i meccanismi mediante cui
questi polipeptidi modulano il corso dei processi in-
fiammatori non sono stati ancora ben chiariti.

Una peculiarita dei membri di questa famiglia &
la mancanza di peptidi segnali, per cui hanno pron-
tamente accesso allo spazio extracellulare e posso-
no mediare tutta una serie di fenomeni infiamma-
tori. La teoria piu accreditata & che le S100/calgra-
nuline rilasciate nello spazio extracellulare
contribuiscano alla patogenesi della risposta in-
fiammatoria mediante I'interazione con le cellule
esprimenti RAGE sulla superficie. Inoltre queste
molecole possono intervenire nei meccanismi di am-
plificazione della risposta inflammatoria, in quanto
sono in grado di incrementare la produzione e la se-
crezione di molecole di adesione pro-infiammatorie,
citochine e metalloproteinasi responsabili della di-
struzione dei tessuti. E stato ipotizzato!! che il ri-
chiamo dei leucociti polimorfonucleati ai siti di in-
fiammazione, in parte dovuto alla presenza delle
S100/calgranuline che interagiscono con il recetto-
re, inneschi i processi che portano alla formazione
degli AGE ed in particolare degli addotti carbossi-
metil-lisina-proteina (CML-proteina). La continua
generazione degli AGE puo determinare una soste-
nuta espressione di mediatori pro-infiammatori,
creando in tal modo un circolo vizioso di continuo ri-
chiamo e attivazione cellulare ai siti di infiamma-
zione. Se i meccanismi di riparo dei tessuti non rie-
scono ad arrestare questi segnali pro-inflammatori,
la sostenuta attivazione cellulare mediata da RA-
GE pud determinare lesione tessutale.

Dunque l'interazione di RAGE con le S100/Cal-
granuline gioca un ruolo fondamentale nella ca-
scata di eventi che portano al fenomeno infiam-
matorio; inoltre 'accumulo delle S100/calgranuli-
ne ai loci infiammatori, mediato da RAGE,
propaga la risposta dell’ospite perpetuando il re-
clutamento e l'attivazione degli effettori cellulari.



- Copyright - Il Pensiero Scientifico Editore downloaded by IP 216.73.216.91 Sat, 12 Jul 2025, 04:49:37

1. Campo et al.: RAGE: una nuova via pro-infiammatoria per le polmoniti interstiziali? 273

RAGE e diabete mellito

La biologia di RAGE e dei suoi ligandi e stata
studiata in modo molto esteso nel diabete e nelle sue
complicanze. Esistono diversi studi che confermano
il ruolo prioritario svolto da RAGE nel diabete e nel-
l'aterosclerosi'?. In particolare & stato dimostra-
to che le placche aterosclerotiche dei pazienti
diabetici, rispetto ai soggetti non diabetici,
presentano un’aumentata espressione di RA-
GE. Inoltre l'intensita di espressione di RAGE
correla con i livelli di emoglobina glicatal®.

RAGE é stato inizialmente descritto come recet-
tore di superficie specifico per gli AGE, i prodotti del-
la glicazione delle proteine o dei lipidi. Il recluta-
mento degli AGE mediato da RAGE, sulla superficie
delle cellule endoteliali e dei fagociti mononucleati,
e responsabile di una serie di effetti che includono ri-
duzione dell’attivita enzimatica, degradazione di
proteine, danno agli acidi nucleici, induzione di qua-
dri citotossici e determina perturbazioni cellulari
che hanno importanti conseguenze per 'omeostasi
vascolare. Quando le proteine glicate si legano a RA-
GE, i macrofagi sono stimolati a produrre citochine
pro-infiammatorie (TNF, IL-1f, IL-6), fattori di cre-
scita PDGF (platelet-derived growth factor) e IGF-
IA (insulin-like growth factor-IA).

Sebbene gli AGE costituiscano un gruppo piut-
tosto eterogeneo di composti, gli addotti CML-pro-
teina (carbossi-metil-lisina-proteina) sono gli AGE
presenti in modo predominante e fungono da li-
gandi specifici di RAGE1%; inoltre & stato dimo-
strato che tali ligandi sono aumentati a livello del-
le lesioni aterosclerotiche, specialmente nei pa-
zienti diabetici'®.

P Gli studi sulla biologia degli AGE hanno
anche messo in luce ’esistenza di una stret-
ta correlazione con lo stress ossidativo. In
particolare e stato sottolineato che in situazioni in
cui il potenziale ossidoriduttivo e alterato in modo
da favorire stress ossidativi, come per esempio nei
siti inflammatori, la produzione degli AGE ed in
particolare degli addotti CML-proteine e sostan-
zialmente aumentata 1718, Dunque lo stato di
iperglicemia e di stress ossidativo, associato al dia-
bete, pud amplificare la produzione di specie bio-
chimiche che si accumulano allinterno dei tessuti
e stimolano l’attivazione cellulare.

L'interazione RAGE-ligando determina A
Iinnesco di un meccanismo infiammatorio
cronico, che contribuisce alla patogenesi delle
complicazioni diabetiche. In tal modo vengono re-
clutati mediatori dell'infiammazione e molecole
effettrici (ad esempio si nota un’espressione so-
stenuta di TNF, IL-1, IL-6 e metalloproteasi) che
accelerano lo sviluppo di un danno tessutale. Que-
ste considerazioni sono di fondamentale impor-
tanza, poiché suggeriscono I'idea che il blocco di
RAGE possa costituire un valido approccio per
contenere le complicanze del diabete.

RAGE e Alzheimer

Nell’Alzheimer, i depositi intracellulari ed ex-
tracellulari di proteine filamentose sono correlati
con le disfunzioni neuronali che portano a demen-
za. Il peptide pf-amiloide (Ap) & il principale com-
ponente dei depositi extracellulari, a livello cere-
brale, nei pazienti affetti da Alzheimer. Esso indu-
ce stress ossidativo che determina citotossicita e
promuove l'attivazione della microglia, ma per
esercitare questi effetti ha bisogno di legarsi a re-
cettori specifici sulla superficie cellulare. E stato
dimostrato che RAGE svolge anche la funzione di
recettore per Af mediando da un lato la sua inte-
razione con le cellule endoteliali e con i neuroni e
dall’altro con la microglia. Tuttavia mentre i neu-
roni, dopo essere stati incubati con Af per periodi
prolungati, vanno incontro a stress ossidativo ed
apoptosi RAGE-dipendente, la microglia mostra
una sostenuta attivazione cellulare a cui segue la
produzione di citochine e mediatori della chemo-
tassit19,

L’interazione tra RAGE e Ap a livello dei neu-
roni e della microglia nel sistema nervoso centrale
¢ dunque correlata a sostenuta infiammazione,
tossicita neuronale e morte cellulare. Inoltre, nel-
I’Alzheimer l’espressione di RAGE aumenta a li-
vello di neuroni, microglia e vasi sanguigni2®?!,
Considerando la correlazione tra la percentuale di
microglia che esprime RAGE e le placche di Ap e
stato suggerito che un’elevata espressione di RA-
GE sulla microglia attivata puo essere associata al
progredire della malattia.

E importante notare che RAGE lega Ap a livel-
li nanomolari (50-150 nM) e che a questi livelli le
cellule esprimenti RAGE sulla membrana sono su-
scettibili agli effetti di Af.

E stato ipotizzato che basse concentrazioni di
AP nelle prime fasi dell’Alzheimer rendano piu ri-
levante il meccanismo recettore-dipendente.
Quando i livelli di A si innalzano con I'evolversi
della patologia, la citotossicita non specifica, re-
cettore-indipendente, diventa la modalita preva-
lente di perturbazione cellulare??.

RAGE e tumori

Durante lo sviluppo embrionale, RAGE &
espresso ad alti livelli nel sistema nervoso centra-
le. Qui le anfoterine (appartenenti alla famiglia
delle proteine “High Mobility Group Box 17,
HMGB-1), legandosi a RAGE, promuoverebbero la
crescita del neurite. Tale effetto RAGE-dipenden-
te suggerisce quindi una possibile funzione del re-
cettore nelle interazioni cellula-matrice, durante
Pembriogenesi del sistema nervoso.

Bisogna anche considerare il fatto che la presen-
za di RAGE in prossimita del neurite dove puo re-
clutare anfoterina, suggerisce un ruolo potenziale
del recettore nel mediare la migrazione cellulare.
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A questo proposito e stato dimostrato che, in se-
guito all'interazione RAGE-anfoterina, viene inne-
scato il pathway di trasduzione del segnale che por-
ta all’attivazione delle due “piccole GTPasi” Cdc42
e Rac, le quali sono in grado di mediare il cambia-
mento di forma del citoscheletro e quindi risultano
essere implicate nella migrazione cellulare. Cellu-
le epiteliali trasformate (HEK293), trasfettate con
il gene RAGE, hanno permesso di evidenziare che
RAGE stimola I’adesione cellulare al collagene ed
induce lo “spreading” cellulare?3. Partendo da que-
ste considerazioni, i ricercatori hanno iniziato a
studiare la funzione di RAGE nella migrazione e
nell'invasivita delle cellule tumorali*?*. Per studia-
re la tumorigenesi e lo sviluppo di metastasi sono
stati allestiti modelli murini sperimentali (rat C6
glioma cells e Lewis Lung model) ed in entrambi i
casi le cellule tumorali esprimono sia RAGE che
anfoterina?®. Il principale effetto dell’interazione
tra RAGE e anfoterina sembra essere la migrazio-
ne cellulare. Questi studi hanno anche evidenziato
che il blocco di RAGE (mediante anticorpi anti-RA-
GE 0 sSRAGE) correla con la formazione di tumori di
piccole dimensioni e ben circoscritti. Al contrario, i
tumori che sovra-esprimono RAGE crescono rapi-
damente ed invadono i tessuti circostanti molto ef-
ficacemente?®.

IOl | nella biologia dei tumori e tuttavia og-
getto di risultati contrastanti: studi su
cellule di neuroblastoma e melanoma hanno
mostrato che in questi tumori il legame di
anfoterina a RAGE inibisce la migrazione
transendoteliale delle cellule neoplastiche e
la formazione di metastasi?’.

1@\ La potenziale implicazione di RAGE

Anche i risultati degli studi in vivo non sono uni-
voci: mediante studi di immunoblotting e stata di-
mostrata la presenza di alti livelli di RAGE in mol-
ti tipi tumorali (carcinoma mammario, tumore di
colon, rene, stomaco), rispetto alla controparte tes-
sutale normale?®. Inoltre, nei carcinomi gastrico?s,
colorettale?® e della prostata®’la sovraregolazione di
RAGE e strettamente associata all'invasivita tumo-
rale. Al contrario, nel carcinoma polmonare non a
piccole cellule (NSCLC) & stato dimostrato che le-
spressione di RAGE e fortemente ridotta rispetto al
tessuto polmonare normale e che il livello di RAGE
correla inversamente con lo stadio della neoplasia.
Linee cellulari di carcinoma polmonare in cui ¢ sta-
ta indotta sovraespressione di RAGE mostrano un
ridotto potenziale proliferativo3!.

La ragione di questo effetto diametralmente op-
posto di RAGE in diversi tipi tumorali & ancora og-
getto di studio, e potrebbe in parte dipendere dal
quadro di espressione della variante di “splicing”
secretoria di RAGE (esRAGE) nei diversi tipi cel-
lulari. Recentemente uno studio condotto su pa-
zienti con carcinoma NSCLC ha dimostrato che I’e-
spressione di esRAGE, in grado di antagonizzare
gli effetti mediati dal recettore di membrana, era
ridotta o assente nel 75% dei soggetti e la sua as-
senza correlava con una prognosi peggiore?®2,

RAGE e malattie respiratorie

Il polmone e stato identificato inizialmen-
te come l'organo in cui RAGE é prodotto a li-
vello maggiore’.

L'identificazione delle cellule responsabili della
produzione di RAGE nel polmone & tuttora contro-
versa, in parte a causa delle diverse specie inve-
stigate (ratto, bovino, topo, uomo) ed in parte a
causa delle diverse metodiche di analisi impiegate.
Per quanto riguarda I'uomo, ’espressione di RAGE
e stata identificata immunoistochimicamente nei
pneumociti di tipo II e nei macrofagi, nel polmone
sano®3. Tuttavia, in pazienti con danno polmonare
acuto gli elevati livelli di RAGE nel fluido endoal-
veolare hanno portato Uchida e collaboratori3* a
ipotizzare che RAGE sia espresso preferenzial-
mente nei pneumociti di tipo I.

B Il nostro gruppo ha recentemente documentato con
tecniche di immunoistochimica che, in condizioni nor-
mali, RAGE & espresso a bassi livelli in: epiteli bron-
chiolari, pneumociti di tipo II, endotelio e macrofagi.
In condizioni patologiche associate ad inflammazione
e danno polmonare (polmonite post-ostruttiva, ma-
lattie granulomatose, fibrosi polmonare, malattie cor-
relate al fumo di sigaretta) si assiste invece ad un au-
mento nell’espressione di RAGE?® (figura 1).

Per quanto riguarda la bronchite cronica da
fumo, ¢ stato osservato che, mentre nel polmone nor-
male RAGE e addotti CML-proteine sono espressi
debolmente a livello degli epiteli ciliati bronchiali e
bronchiolari, nei fumatori aumentano marcatamen-
te sia il numero di cellule immunoreattive per RAGE
e addotti CML-proteine sia I'intensita di espressione.
Dato che il fumo di sigaretta e associato a danno os-
sidativo nelle cellule delle vie respiratorie, & possibi-
le che a livello di epiteli bronchiali/bronchiolari esso
guidi la produzione di AGE (con successiva attivazio-
ne di RAGE) e la sintesi di citochine. Ulteriori studi
sono pero necessari per chiarire 'associazione di RA-
GE con il fumo di sigaretta.

P 11 ruolo potenziale di RAGE e dei suoi ligandi
nella fibrosi polmonare sembra particolarmente
interessante. Nel nostro studio®® abbiamo dimo-
strato che, in soggetti con fibrosi polmonare idio-
patica associata ad un quaro istopatologico di UIP
(Usual Interstitial Pneumonia), RAGE e addotti
CML-proteine appaiono intensamente espressi a li-
vello dei pneumociti reattivi, nell’epitelio bronchio-
lare e nell’endotelio. Gli addotti CML-proteine e in
minor misura RAGE sono presenti anche nel fluido
alveolare. Inoltre e stata osservata reattivita per
RAGE e addotti CML-proteine nei foci fibroblasti-
ci, che sono considerate le lesioni “attive” della UTP
sia a livello di cellule epiteliali che di fibroblasti.
Uno studio precedente3® aveva gia documentato la
presenza di AGE nei macrofagi e negli epiteli iper-
plastici di polmoni con UIP ma non nei controlli sa-
ni. Gli autori suggerivano pertanto che l'attivazio-
ne dei macrofagi, mediata dagli AGE attraverso il
legame con specifici recettori, potesse svolgere un
ruolo importante nel processo fibrogenico.
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Figura 1. A, polmone normale: modesta espressione di RAGE a livello degli epiteli bronchiali. B, flogosi polmonare post-ostruttiva:
la freccia evidenzia I'intensa espressione di RAGE a livello degli epiteli alveolari iperplastici in stretto contatto con gli infiltrati in-
fiammatori. C, sarcoidosi polmonare: espressione di RAGE negli istiociti epitelioidi e nelle cellule giganti che formano i granulomi.
D, fibrosi polmonare idiopatica/polmonite interstiziale usuale: RAGE risulta espresso sia negli epiteli alveolari iperplastici, sia nel-
le cellule connettivali dei foci fibroblastici, evidenziati dalla freccia.

Infatti, 'attivazione di RAGE stimola i macro-
fagi a produrre citochine e fattori di crescita, co-
me TNF, IL-1 e PDGF e mediatori dello stress os-
sidativo. Il nostro studio conferma queste ipotesi,
dimostrando che nella fibrosi polmonare AGE e
RAGE sono co-espressi non solo nelle cellule in-
fiammatorie ma anche nelle cellule epiteliali
reattive e nei fibroblasti; inoltre dimostra che 1 li-
gandi di RAGE appartenenti alla famiglia delle
S100/calgranuline sono presenti contemporanea-
mente in diverse popolazioni di cellule infiamma-
torie e non.

Come conseguenza di un anomalo stress ossi-
dativo, chiaramente documentato nel polmone
con UIP, si assiste dunque alla produzione di
AGE ed al loro legame con RAGE. Questo puo es-
sere considerato come un potenziale meccanismo
di attivazione cellulare che guida il danno tessu-
tale e la fibrogenesi. In accordo con questa ipote-
si, NFkB, che viene prodotto in seguito all’attiva-
zione cellulare mediata da RAGE, possiede un si-

to di legame specifico a livello del promotore del
TGF-g, il quale & considerato un mediatore chia-
ve nella fibrosi polmonare (figura 2 a pagina se-
guente). Inoltre, secondo recenti teorie, il TGF-f
svolge un ruolo prioritario nel processo di transi-
zione epitelio mesenchimale (EMT), mediante il
quale i pneumociti di tipo II, proprio in seguito a
stimolazione con TGF-f3, sarebbero indotti a dif-
ferenziarsi in miofibrolasti, assumendone le ca-
ratteristiche fenotipiche e portando alla compar-
sa dei foci fibroblastici.

L’'importanza di RAGE nella fibrosi pol-
monare € stata ulteriormente confermata
da un recente studio condotto su modello
murino di fibrosi indotta da bleomicina®’. In
questo studio viene paragonata la risposta in-
fiammatoria iniziale e quella fibrotica tardiva in
topi RAGE-deficitari (RAGE -/-) e topi wild-type
(C57BL/6). La somministrazione di bleomicina ai
topi wild-type causa una polmonite iniziale che
evolve in fibrosi.
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Figura 2. Come conseguenza dello stress ossidativo associato
ad inflammazione polmonare, si ha produzione di AGE ed il lo-
ro legame a RAGE. Questo puo essere considerato un poten-
ziale meccanismo fibrogenetico. Infatti, in seguito all’attivazio-
ne cellulare mediata da RAGE, NFkB trasloca nel nucleo dove
si puo legare al gene del TGF-, inducendone la trascrizione.
Inoltre molte citochine indotte dall’attivazione cellulare me-
diata da RAGE possiedono un ruolo pro-fibrotico nei polmoni.

Al contrario, i topi RAGE -/- sviluppano una ri-
sposta inflammatoria iniziale simile, ma sembrano
essere protetti dall’effetto fibrotico tardivo indotto
dalla bleomicina. L'effetto protettivo osservato nei
topi RAGE -/- € accompagnato da livelli polmonari
ridotti di TGF-p e PDGF. La somministrazione di
bleomicina induce anche la produzione di HMGB-
1 da parte delle cellule infiammatorie accumulate
negli spazi alveolari. Gli autori dimostrano che nei
topi wild-type la presenza di HMGB-1 ¢ in grado di
indurre EMT nelle cellule epiteliali alveolari di ti-
po II, mentre questo non avviene nei topi RAGE -
/-. Inoltre, la somministrazione di bleomicina in-
duce la sintesi di citochine pro-infiammatorie
(TGF-p e PDGF) solo nei topi wild-type.

P L'espressione di RAGE e stata osservata anche
nei pneumociti e negli epiteli alveolari associati ad
infiltrati inflammatori ed in particolare nella sar-
coidosi. Questo risultato e stato ulteriormente ap-
profondito in un lavoro successivo del nostro grup-
po38, in cui 'espressione di RAGE & stata documen-
tata negli istiociti epiteliodi e nelle cellule
multinucleate giganti che costituiscono i granulomi
sarcoidi. La presenza di RAGE si associa a quella dei
suoi ligandi, 1 quali risultano essere co-espressi nel
granuloma. In particolare e stata osservata un’asso-
ciazione tra il grado di espressione di RAGE e quel-
lo di S100A12, che porterebbe a suggerire un ruolo
predominante di tale ligando nel mediare gli effetti
dell’attivazione cellulare, indotta da RAGE nella
sarcoidosi. Questo risultato sembra particolarmente
interessante se inserito nel contesto infiammatorio
che sottende alla formazione del granuloma, in
quanto & noto che S100A12 ed S100B, via RAGE, so-
no in grado di indurre l’attivazione di cellule endo-

teliali, cellule muscolari lisce, monociti e linfociti T,
determinando la sintesi di citochine pro-infiamma-
torie e molecole di adesione®. Inoltre I'interazione di
RAGE con le S100/calgranuline determina l'attiva-
zione di NF-kB, la quale & essenziale per I'espressio-
ne di geni che intervengono nella risposta infiam-
matoria, come VCAM-1 e ICAM-1. Il rilascio di
S100/calgranuline nei siti di infiammazione provoca
anche l'attivazione dei fagociti mononucleati, deter-
minando un’aumentata produzione di IL-1$ e TNF,
e la proliferazione dei linfociti con sintesi di IL-226,

L'analisi dell’espressione di RAGE nella sarcoido-
si ha evidenziato che I'intensita di espressione di RA-
GE varia in modo interindividuale. E stata pertanto
avanzata l'ipotesi che la predisposizione genetica po-
tesse essere responsabile di questa variabilita. In par-
ticolare ci siamo interessati allo studio della muta-
zione puntiforme -374 T/A (rs1800624), che per la sua
posizione all'interno del promotore di RAGE poteva
essere coinvolta nella regolazione della trascrizione
genica. In effetti, i nostri esperimenti, condotti me-
diante immunocitochimica e real-time PCR su cellu-
le mononucleate di sangue periferico, sembrano indi-
care una possibile associazione tra il genotipo omozi-
gote TT e livelli piu alti di trascritto, sebbene lo studio
immunoistochimico sui campioni bioptici indichi che
probabilmente il polimorfismo in questione non & il
principale fattore regolatore dell’espressione genica.

Va a questo proposito ricordato che a
tutt’oggi gli studi genetici condotti per prova-
re una forte associazione tra la regione HLA e
la sarcoidosi hanno prodotto risultati spesso
contrastanti.

L'eccezione puo essere rappresentata da un lavo-
ro pubblicato da Schurmann e collaboratori 2 in cui
e stato effettuato uno studio di segregazione e di
linkage genomico, mediante analisi di microsatelliti
su 55 famiglie, con 122 soggetti affetti da sarcoidosi.
I risultati di questo lavoro suggeriscono un forte
linkage per un marcatore nelle vicinanze del cluster
di geni HLA di classe II, pit precisamente situato al
confine tra la classe II e la classe III. Poiché la re-
gione genomica interessata e la stessa in cui mappa
RAGE, abbiamo esteso le nostre indagini al ruolo di
RAGE come possibile fattore di rischio per la sarcoi-
dosi ed in effetti abbiamo osservato che la frequenza
dell’allele -374 T e significativamente maggiore nei
pazienti affetti da sarcoidosi (70%) rispetto ai con-
trolli sani (56%). Dunque la presenza dell’allele -374
T, potenzialmente correlabile ad una sovra-espres-
sione di RAGE, potrebbe rappresentare un meccani-
smo intrinseco per perpetuare la risposta inflamma-
toria a livello del granuloma, nella sarcoidosi.

Considerazioni conclusive

Alla luce di questi studi, & possibile affermare
che la via inflammatoria correlata a RAGE ed ai
suoi ligandi non & peculiare di una singola patolo-
gia respiratoria; piuttosto puo essere vista come
una meccanismo non-specifico di inflammazione
del tessuto polmonare. Le possibili implicazioni te-
rapeutiche di queste osservazioni, per quanto agli
albori, appaiono promettenti in via teorica.
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E stato infatti dimostrato che l'inibizione

di RAGE mediante somministrazione di anti-
corpi anti-RAGE o dell’isoforma solubile
sRAGE, sopprime l'infiammazione in model-
li sia acuti che cronici?’.

Inoltre, nei modelli murini, la somministrazione

di SRAGE diminuisce l'infiltrazione da parte di cel-
lule immuni/infiammatorie. Si aprono quindi nuo-
ve prospettive terapeutiche nel campo delle malat-
tie respiratorie, individuando RAGE ed i suoi li-
gandi come target per contrastare il processo
infiammatorio.
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