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La doxiciclina induce, nella linea macrofagica J774,
apoptosi in maniera NO-indipendente

E. Cillari, F. Arcoleo, P. D’Agostino*

Azienda Ospedaliera “V. Cervello” Laboratorio di Patologia Clinica;
*Servizio di Immunoematologia e Medicina Trasfusionale,
Azienda Ospedaliero-Universitaria Policlinico “P. Giaccone”, Palermo

Premessa: In questo studio in vitro sono stati stu-
diati gli effetti della doxiciclina sulla produzione di
ossido di azoto (NO) nella linea cellulare J774 sti-
molata con lipopolisaccaride (LPS). Inoltre ¢ stato
valutato se questo farmaco era capace di modificare,
sempre sulle stesse cellule J774, la vitalita cellulare.
Metodi: 1 macrofagi della linea J774 erano stimolati
con LPS (100 ng/ml) e con doxiciclina (5, 50, 100
uM). L’NO prodotto dalle cellule macrofagiche e
presente nei sopranatanti sotto forma di nitriti veni-
va dosato mediante la reazione di Griess. La vitalita
cellulare era valutata mediante un metodo colorime-
trico che si basa sulla riduzione dei sali di tetrazolio
in sali di formazano. L’apoptosi era indagata sia con
la microscopia a fluorescenza dopo colorazione del-
la linea J774 con arancio di acridina e bromuro di

Background:Doxycycline induces apoptosis in J774
cell line via a NO-independent way.

In this in vitro study it has been investigated the ef-
fects of doxycycline on nitric oxide (NO) production
by lipopolysaccharide (LPS)-stimulated J774 cell
line. Furthermore, it has been evaluated the ability
of this drug to modify the cell viability in the J774
cells.

Methods: J774 macrophages were stimulated with
LPS (100 ng/ml) and doxycycline (5, 50, 100 uM).
In the culture supernatants NO synthesis, evaluated
as nitrite, was determined by Griess reaction. Cell
viability was detected by colorimetric method that
employed the reduction of tetrazolium salt to for-
mazan. Apoptosis was evaluated both by fluores-

Introduzione

E’ generalmente accettato che la morte cellulare puo
essere la conseguenza di un processo degenerativo
passivo oppure di un fenomeno attivo. Il primo tipo

etidio, sia mediante 1’individuazione dei frammenti
di cromatina con la tecnica TUNEL.

Risultati: E’ stato dimostrato che la doxiciclina ri-
duce, in maniera dose-dipendente, la sintesi di NO e
presenta la capacita di diminuire la vitalita delle cel-
lule J774 attraverso la induzione di morte cellulare
programmata o apoptosi. Gli effetti citotossici erano
presenti anche se la produzione di NO era significa-
tivamente ridotta dalla doxiciclina.

Conclusioni: Questi risultati indicano che la doxici-
clina ¢ in grado di esercitare effetti anti-infiammato-
ri inibendo la produzione di ossido di azoto. Inoltre
¢ capace di modificare la vitalita cellulare inducen-
do morte cellulare apoptotica che sembra essere in-
dotta da meccanismi diversi da quelli indotti da NO.

cence microscope staining J774 cells with acridine
orange and ethidium bromide and identifying DNA
breaks by TUNEL technique.

Results: 1t has been demonstrated that doxycycline
reduces NO synthesis and is able to decrease, in a
dose-dependent manner, the viability in J774 cells
by inducing programmed cell death or apoptosis.
Even though, NO production was significantly re-
duced in the presence of doxycycline, cytotoxic ef-
fects in J774 macrophages were observed.
Conclusions: These results indicate that doxycy-
cline is able to exert anti-inflammatory effects by in-
hibiting nitric oxide production. Furthermore, it is
capable to modify cell viability by inducing apoptot-
ic cell death in a NO-independent way.

di morte cellulare € definita necrosi, la seconda mo-
dalita morte cellulare programmata o apoptosi'. La
necrosi rappresenta la risposta passiva ad un danno
di notevole entita ed ¢ caratterizzata dalla perdita di
integrita della membrana plasmatica con riversa-
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mento del contenuto citosolico e degli organuli nel-
I’ambiente circostante e a causa di cio viene ad esse-
re attivata una risposta flogistica'. L’apoptosi, pro-
cesso che si verifica normalmente sia durante I’em-
briogenesi sia durante tutto I’arco della vita, ¢ un ti-
po di morte cellulare che prosegue per tappe ordina-
te ed ¢ caratterizzata da tipici cambiamenti morfolo-
gici’. Infatti la cellula pur mantenendo 1’integrita
della membrana cellulare si raggrinza e si formano
caratteristiche protrusioni plasmatiche, la cromatina
nucleare si condensa e il DNA genomico viene de-
gradato. Alla fine del processo si ha la formazione
dei cosiddetti “corpi apoptotici” che vengono fago-
citati senza che sia elicitata una risposta infiammato-
ria**.

La morte cellulare programmata pud essere indotta
da svariati fattori sia esogeni sia endogeni. Tra gli
agenti endogeni capaci di indurre apoptosi un posto
preminente occupa I’ossido di azoto (NO)’. L’NO
deriva dall’ossidazione dell’azoto terminale della ar-
ginina ad opera di un enzima, 1’ossido di azoto sin-
tetasi (NOS)®. L’NO ¢ una molecola pleiotropica
che, oltre a svolgere un preminente ruolo nella neu-
rotrasmissione, nella regolazione del tono vascolare,
nella inflammazione acuta e cronica ¢ responsabile,
anche, di effetti citotossici e, in particolare, ¢ deter-
minante nglla regolazione della morte cellulare pro-
grammata . Dipendendo dal tipo cellulare e dalle
specifiche condizioni I'NO puo agire o da induttore
o da inibitore dell’apoptosi®. Generalmente basse
concentrazioni di NO proteggono dalla apoptosi, al
contrario alti livelli hanno azione pro-apoptotica’.
Diversi studi hanno definitivamente dimostrato che
antibiotici appartenenti alla famiglia delle tetracicline
possiedono proprieta anti-flogistiche, funzioni biolo-
giche del tutto indipendenti dalle loro attivita anti-
batteriche’. Gli effetti anti-infiammatori di questi far-
maci si possono riassumere nella capacita di inibire
le metallo-proteasi tissutali (MPPs)’, di modulare le
cellule infiammatorie (inibizione della migrazione e
degranulazione dei neutrofili)®*" e diversi mediatori
della flogosi (sintesi di radicali dell’ossigeno, di aci-
do arachidonico, di prostaglandina E,)'>'>". Inoltre,
recentemente ¢ stato dimostrato che le tetracicline
sono in grado di inibire la sintesi di NO e la produ-
zione di citochine pro-infiammatorie'*'. Infine ¢ sta-
to riportato che le tetracicline inibiscono la prolife-
razione cellulare e presentano effetti citotossici di-
retti su cellule neoplastiche".

Alte concentrazioni di NO indurrebbero, sulle stesse
cellule che sintetizzano NO, effetti citotossici che
sono causati principalmente dall’induzione dell’a-
poptosi'®. Poiché la doxiciclina, derivato semisinteti-
co della tetraciclina, ¢ una molecola con una forte
attivita inibitrice sulla sintesi di NO''°, in questo
studio si sono investigati gli effetti di questo farma-
co sia sulla vitalita cellulare della linea macrofagica
J774 sia sull’induzione di meccanismi apoptotici.
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Metodi

Reagenti

1l lipopolisaccaride (LPS, da Escherichia coli siero-
tipo 026:B6), 3.4 ,5-dimetiltiazolio-2yl-2,5-difenil-
tetrazolio bromuro (MTT) e la doxiciclina erano for-
niti dalla ditta Sigma (Poole, Dorset, U .K.). La doxi-
ciclina era disciolta in tampone fosfato-salino e di-
luita nelle appropriate concentrazioni sperimentali in
terreno di coltura completo. I terreno di coltura tis-
sutale era costituito da RPMI-1640 (TechGen
International, Les Ulis, Francia) a cui venivano ag-
giunti glutamina (2 mM), antibiotici (penicillina e
streptomicina), HEPES e siero fetale bovino (FCS:
Seromed, Biochrom KG, Berlino, Germania). Le
piastre per le colture tissutali erano della ditta
NUNC (Roskilde, Danimarca).

Colture cellulari

La linea cellulare macrofagica murina J774, impie-
gata per il nostro studio sperimentale, era ottenuta
dalla American Tissue Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA). Le cellule erano mantenute
in terreno di coltura completo (RPMI al 10% di
FCS).

Induzione e determinazione della sintesi di NO

Le cellule J774 (1x10%ml) erano coltivate per 2 h a
37°C in piastre a 24 pozzetti in RPMI al 2% di FCS.
Dopo tale intervallo si eseguivano tre lavaggi per ri-
muovere le cellule non aderenti e a quelle aderenti
venivano aggiunte le sostanze (LPS: 100 ng/ml; do-
xiciclina: 5, 50, 100 uM) e coltivate per vari periodi
(24 — 48 — 72 h) a 37°C al 5% di CO,. LPS ¢ stato
utilizzato alla dose di 100 ng/ml in quanto in esperi-
menti di titolazione si ¢ dimostrato che tale concen-
trazione era efficace ad indurre una produzione otti-
male di NO determinando scarsi effetti citotossici.
Al termine dei periodi di incubazione i sopranatanti
delle colture cellulari venivano raccolti e in essi ve-
niva determinata la concentrazione di NO (valutato
come NO,") mediante la reazione di Griess'.

Valutazione della vitalita cellulare e dell’ apoptosi

Per determinare gli effetti della doxiciclina sulla vi-
talita della linea macrofagica J774 era impiegato il
metodo colorimetrico di Mosmann modificato®.
Questo metodo si basa sulla riduzione, nelle cellule
vitali, dei sali di tetrazolio (MTT) in un prodotto di
colore blu (sali di formazano) ad opera dell’enzima
mitocondriale succinato-deidrogenasi. Le cellule
J774 (1x10%/ml), depositate in piastre a 96 pozzetti,
erano incubate per 24 h a 37°C con LPS (100 ng/ml)
in presenza o meno di doxiciclina (5, 50, 100 uM).
Dopo il periodo di incubazione il sopranatante veni-
va eliminato, ai pozzetti venivano aggiunti 100 pl
del reagente MTT (0,2 mg/ml) e le piastre re-incu-
bate a 37°C per altre 2 h. Dopo avere aspirato il rea-
gente MTT, alle colture erano, poi, aggiunti 100 pl
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di DMSO per determinare la rottura delle membrane.
L’assorbanza, infine, era misurata mediante uno spet-
trofotometro ELISA alla lunghezza d’onda di 595 nm.
L’apoptosi era valutata, al microscopio a fluorescen-
za, dopo colorazione dei macrofagi J774 con una mi-
scela di arancio di acridina e bromuro di etidio. Le
cellule apoptotiche erano identificate sia dalla con-
densazione e dalla frammentazione della cromatina
nucleare sia dalla formazione dei corpi apoptotici.
Inoltre per valutare la morte cellulare programmata
era impiegata anche la tecnica TUNEL (TdT-FraEL
DNA Fragmentation detection kit, Calbiochem,
Cambridge, MA, USA) il cui metodo si basa sulla
colorazione dei frammenti della cromatina nucleare
evidenziando i nuclei delle cellule apoptotiche.

Analisi statistica

Tutti gli esperimenti erano eseguiti 3 o 4 volte ed i
risultati espressi come media + errore standard (ES).
In ciascun esperimento la ES era entro il 10%. La si-
gnificativita era valutata mediante il #-test di Student
mediante analisi della varianza (Student-Newmann-
Keuls test); la P<0,01 era considerata statisticamen-
te significativa.

Risultati

Effetti della doxiciclina sulla sintesi di NO

Come mostrato in figura 1, la doxiciclina (5, 50, 100
uM) € capace di modulare la produzione di NO nel-
le colture cellulari J774 stimolate con LPS (100
ng/ml) per 24 h, riducendo significativamente la sin-
tesi di NO (valutato come NO,") in maniera dose-di-
pendente. Infatti, la doxiciclina determina, gia a par-
tire dalla concentrazione piu bassa, una lieve ridu-
zione della sintesi di NO che diventa significativa
(P<0,01) quando viene utilizzata la concentrazione
di 50 uM (Figura 1). Dosi piu elevate di questo far-

Figura 1. Effetti della doxiciclina sulla produzione di NO. | ma-
crofagi murini J774 (1x10%ml) erano stimolati con LPS (100
ng/ml) in presenza di differenti concentrazioni di doxiciclina (5,
50, 100 uM) e incubati per 24 h. Le concentrazioni di NO sono
valutate come nmoli di NOo™/ml. | risultati sono rappresentativi di
tre esperimenti ed espressi come media + E.S. **P<0,01: inibizio-
ne significativa rispetto alle cellule trattate con solo LPS. (LPS: Ii-
popolisaccaride; Doxi: doxiciclina; NO: ossido di azoto).
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maco (100 uM) determinano, seppure marginalmen-
te, una ulteriore riduzione della produzione di NO
(Figura 1). Risultati simili sono stati evidenziati nei
sopranatanti delle cellule macrofagiche J774 coltiva-
te per 48 e 72 h (dati non mostrati).

Effetti della doxiciclina sulla vitalita delle cellule J774
L’analisi della vitalita cellulare, valutata con il meto-
do colorimetrico di riduzione dei sali di tetrazolio in
sali di formazano, dimostra che la doxiciclina non ¢
in grado di determinare modificazioni della vitalita
cellulare nei macrofagi J774. Come mostrato in
Tabella I, le cellule J774 poste in coltura con le di-
verse dosi di doxiciclina non presentano una signifi-
cativa riduzione della vitalita rispetto alle cellule
controllo. Al contrario, la stimolazione con LPS pro-
voca nei macrofagi significativi effetti citotossici
(P<0,01). L’aggiunta di doxiciclina nelle cellule sti-
molate con LPS era inefficace nel determinare ulte-
riori modificazioni della vitalita cellulare rispetto al-
le colture trattate con LPS (Tabella I). Tutti i dati ve-
nivano confermati dalla conta cellulare con il colo-
rante vitale trypan bleu (dati non mostrati).

Tabella |. Effetti della doxiciclina sulla vitalita della linea ma-
crofagica J774 valutata mediante il metodo di riduzione allo
MTT

Doxiciclina

(50 um)

(5 uM) (100 uM)
Doxiciclina (-) 0,920+0,08 0,890+0,09 0,820+0,10

Doxiciclina (+) 0,730+0.04 0,635+0,07 0,550+0,09

La linea cellulare J774 (1x10%ml) era coltivata in RPMI
al 2% FCS con varie concentrazioni di doxiciclina in as-
senza (-) o in presenza (+) di LPS (100 ng/ml) e incuba-
ta per 24 h; (RPMI: 0,970+0,07; LPS: 0,620+0,05). La
vitalita &€ espressa come media della densita ottica +
E.S. di sei pozzetti da tre indipendenti esperimenti.
(MTT: 3,4,5-dimetiltiazolio-2yl-2,5-difeniltetrazolio bro-
muro ; LPS: lipopolisaccaride).

Effetti della doxiciclina sulla induzione
di apoptosi nella linea macrofagica J774

La figura 2 mostra gli effetti della doxiciclina (5, 50,
100 pM) sulla induzione dell’apoptosi nelle cellule
J774. L’analisi delle caratteristiche modificazioni
nucleari impiegando la tecnica TUNEL evidenzia
che la doxiciclina ¢ capace di indurre, in maniera
dose-dipendente, morte cellulare programmata
(Figura 2a). Il farmaco ¢ efficace gia alla dose di 5
UM ma presenta significativi effetti apoptotici
(P<0,01) quando viene impiegato alle concentrazio-
ni maggiori (50 e 100 uM ).

Successivamente ¢ stata valutata I’apoptosi nelle
colture cellulari stimolate con LPS (100 ng/ml) in
presenza di doxiciclina (5, 50, 100 uM ). Infatti i
macrofagi J774 stimolati con LPS sintetizzano si-
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Figura 2. Effetti della doxiciclina sulla apoptosi in cellule J774. Le
cellule erano stimolate con varie concentrazioni di doxiciclina (5,
50, 100 uM) in assenza (a) o in presenza (b) di LPS (100 ng/ml)
e incubate per 24 h. La percentuale delle cellule apoptotiche era
valutata al microscopio ottico impiegando il metodo TUNEL.
**P<0,01: differenza significativa rispetto alle cellule trattate con
solo RPMI (colonna bianca). (LPS: lipopolisaccaride; Doxi: doxici-
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gnificativi livelli di NO che ad alte concentrazioni ¢
citotossico sulle stesse cellule produttrici. La figura
2b mostra che la doxiciclina, nonostante determini
una riduzione della sintesi di NO, induce un ulterio-
re, anche se lieve, aumento di apoptosi rispetto alle
cellule stimolate con solo LPS. Questi risultati erano
confermati dallo studio degli aspetti morfologici cel-
lulari, impiegando la colorazione con arancio di
acridina e bromuro di etidio (dati non mostrati).

Discussione

In questo studio ¢ stato dimostrato che la doxiciclina
¢ in grado di determinare, in cellule della linea ma-
crofagica J774, significativi effetti citotossici dovuti
principalmente alla attivazione del processo di mor-
te cellulare programmata. E’ stato descritto che alte
concentrazioni di NO sono responsabili di effetti ci-
totossici mediati principalmente attraverso 1’indu-
zione di apoptosi®®. Dal nostro studio emerge che la
citotossicita mediata dalla doxiciclina sembra opera-
re attraverso meccanismi diversi da quelli indotti da
NO, poiché la doxiciclina ¢ in grado di indurre mor-
te apoptotica nelle cellule J774 anche in assenza di
stimolazione con LPS. Gli effetti citotossici NO-in-
dipendenti della doxiciclina erano confermati da
esperimenti in cui il farmaco, nonostante avesse la
capacita di ridurre significativamente la sintesi di
NO nelle cellule stimolate con LPS, determinava
nelle stesse colture un aumento di apoptosi.

Dai nostri esperimenti emerge una discordanza tra i
dati della vitalita cellulare, ottenuti con il metodo al-
lo MTT, e quelli derivanti dalle tecniche indaganti il
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processo apoptotico. Questa discrepanza pud trovare
spiegazione nel fatto che la cellula apoptotica, alme-
no nelle prime fasi del processo di morte cellulare
programmata, mantiene integri gli apparati energetici
e gli organuli cellulari, in particolare, i mitocondri®
e, quindi, essere ancora in grado di ridurre i sali di te-
trazolio nel test di Mosmann modificato.

E’ generalmente riconosciuto che I'NO ha un ruolo
chiave nel processo infiammatorio®'. Infatti & stato
dimostrato che questo mediatore, oltre a presentare
effetti citotossici diretti'® ed indiretti’ (questi ultimi
mediati, almeno in parte, attraverso I’ attivazione dei
meccanismi dell’apoptosi), amplifica la flogosi in-
ducendo da una parte la sintesi di mediatori ad atti-
vita pro-infiammatoria® e, dall’altra parte, determi-
nando una inibizione della produzione di citochine
ad azione anti-flogistica™>.

Gli effetti inibitori delle molecole appartenenti alla
famiglia delle tetracicline e, in particolare, della do-
xiciclina sulla produzione di NO e sulla sintesi di ci-
tochine pro-flogistiche'*'¢, insieme ai potenti effetti
di ridurre I’attivita delle metallo-proteasi della ma-
trice extracellulare’, forniscono una spiegazione del-
le spiccate proprieta anti-infiammatorie di questi
farmaci'*'®. Inoltre, la capacita della doxiciclina a
determinare effetti citotossici, rappresentati princi-
palmente dalla induzione di apoptosi', potrebbe of-
frire a tale composto interessanti applicazioni in
campo terapeutico. Sulla base di queste azioni la do-
xiciclina potrebbe essere impiegata, in aggiunta ad
altri presidi terapeutici, nel trattamento di quelle
condizioni pato-fisiologiche in cui ¢ ampiamente di-
mostrato un coinvolgimento dei mediatori pro-in-
fiammatori solubili e cellulari.

Sono necessari ulteriori studi per approfondire i mec-
canismi molecolari attraverso cui la doxiciclina eser-
cita i suoi effetti anti-infiammatori e, in particolare,
identificare su quali “pathways” cellulari questa mo-
lecola agisce nell’induzione del processo apoptotico.
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