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1.0 Le poliamine

Nonostante siano state isolate per la prima volta piu di 300 anni fa, la poliamine hanno
cominciato a suscitare l'interesse della ricerca solo intorno al 1970. Da allora moltissimi
lavori hanno evidenziato il loro coinvolgimento in tutti gli aspetti del metabolismo cellulare,

sottolineando quindi I'importanza del loro ruolo®.

Timeline 1 | The history of polyamine research

Discovery of crystals in Synthesis of ldentification of orthithine
semen’ that were later diflucromethylomithine DFMO inhibits experimental decarboxylate (ODC,) as Randomized chemoprevention
identified as spemine (DFMO)E skin carcinogenesis ™ aMYCiarget gene™ trial of DFMO®E

High levels of Generation of bacterial and yeast Lack of efficacy of DFMO as Cose de-escalation Phase | and Il
polyamines observed | | mutants showing essential role of a cytotaxic cancer therapy = chemoprevention trial ™ chemoprevention tials
in turnours™™ polyamines®® ongoing (TABLE 1)

Il termine poliamine si riferisce generalmente alla spermina (una tetra-ammina), alla
spermidina (una tri-ammina) ed alla putrescina (una di-ammina). Si tratta di componenti
cellulari ubiquitarie con funzioni multiple, presenti in quasi tutte le specie viventi, sia

eucariotiche che procariotiche, segno di
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I'intricato controllo della loro omeostasi evidenziano il ruolo critico

rivestono nella cellula®.

1.1 Il metabolismo delle poliamine

1.1.1 La biosintesi

Nelle cellule eucariotiche le poliamine sono sintetizzate a partire dagli

che queste sostanze

aminoacidi L-arginina

e L-metionina attraverso una serie di sei reazioni enzimatiche interdipendenti. Infatti

dall’arginina, per azione dell’arginasi, deriva I'ornitina, precursore della

putrescina, mentre la

metionina ha il ruolo di donatore di gruppi propil-amminici per la successiva biosintesi di

spermidina e spermina.
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Dalla decarbossilazione della ornitina, reazione catalizzata dall’enzima ornitina decarbossilasi
(ODCQ), si forma la putrescina. Questa viene successivamente convertita in spermidina e poi
in spermina in due successive reazioni catalizzate da aminopropiltransferasi, chiamate
rispettivamente spermidina- e spermina-sintasi. Questi sono enzimi stabili espressi
costitutivamente®. Sono attivi come omodimeri: la spermidina-sintasi ha una massa
molecolare di 36 kDa, mentre la spermina-sintasi consiste di due subunita di 44 kDa.
L'attivita di questi enzimi & regolata dalla disponibilita del loro substrato ed entrambi
richiedono come donatore del gruppo propilamminico la S-adenosilmetionina
decarbossilata, che € generata dalla reazione di decarbossilazione della S-adenosilmetionina

catalizzata dall’enzima S-adenosilmetionina-decarbossilasi (SAM-DC).

Le decarbossilasi (ODC e SAM-DC) sono presenti nelle cellule in quantita ridottissima, hanno
un tempo di emivita molto breve e sono altamente inducibili. Grazie a questa proprieta
possono regolare la sintesi delle poliamine e permettere alle cellule di rispondere a vari

stimoli con un rapido incremento della sintesi delle poliamine stesse.

La prima reazione, limitante per la biosintesi delle poliamine consiste quindi nella
produzione di putrescina da parte dell’enzima ODC. Esso richiede piridossal-fosfato come
cofattore ed inoltre per la sua attivita sono necessari agenti riducenti contenenti gruppi
tiolici. L’espressione di questo enzima é sottilmente regolata da diverse tappe, sia a livello
trascrizionale, che a livello di modificazioni post-trasduzionalis'z. L’'ODC e attiva come
omodimero con un tempo di emivita di appena 10-30 minuti, e va incontro a degradazione
da parte del proteosoma 26S. Tuttavia, a differenza di molte altre proteine che subiscono la
degradazione proteosomiale, 'ODC non viene prima ubiquitinata, ma una proteina
regolatoria specifica, detta ODC-Antizima (AZ), interagisce con la forma monometrica
dell’enzima, presentandola al proteosoma per la distruzione. L'ODC puo essere rilasciata dal
complesso ODC-AZ grazie ad un’altra proteina, chiamata “inibitore dell’antizima” (AZl), attiva
in presenza di fattori di crescita e che si lega ad AZ con un’affinita molto maggiore dell’ODC®.
A livello invece trascrizionale, sappiamo che I'ODC e target dell’oncogene MYC, il che

dimostra uno stretto legame tra le poliamine e le vie che promuovono la crescita cellulare.

1.1.2 Il catabolismo

Sebbene le reazioni di biosintesi delle poliamine siano irreversibili, esiste una via di
interconversione che porta alla formazione di spermidina dalla spermina e di putrescina
dalla spermidina. Il processo di interconversione si puo interpretare come un meccanismo

messo in atto dalla cellula per prevenire accumuli troppo elevati di spermina e spermidina.

Il fattore limitante in questo processo di interconversione, & [Iattivita della

spermina/spermidina N'-acetiltransferasi (SSAT), che normalmente & molto bassa, ma che
10



pud essere indotta, ad esempio, dalla somministrazione di poliamine esogene. Questo
enzima usa acetil-CoA per formare N'-acetil-spermidina e N'-acetil-spermina, che sono
quindi substrati della N'-acetil poliaminossidasi (PAO) per formare rispettivamente
spermidina e putrescina’. La SSAT & un enzima citosolico, originariamente identificato come
omodimero, ma ora ritenuto un tetramero dalla massa di 80 KDa. La SSAT ha molte
caratteristiche in comune con I'ODC: ha breve emivita (20-40 min), € altamente regolato a
diversi livelli ed & velocemente inducibile. Il significato delle poliamine acetilate e
attualmente oggetto di studio ed in partcolare non & chiaro se siano forme di escrezione o
sostanze metabolicamente attive. Un’ipotesi & che I'acetilazione possa servire a
neutralizzare parte delle proprieta dovute alla carica positiva delle poliamine, considerando
che questa reazione priva la molecola di una sua carica. Inoltre la forma acetilata delle
poliamine potrebbe passare piu facilmente attraverso le membrane, pertanto questo
meccanismo potrebbe rappresentare un mezzo per favorire la loro escrezione dalla cellula.
Le poliamine acetilate sono raramente presenti nelle cellule normali, mentre si trovano in
alte concentrazione nelle cellule tumorali, correlando pertanto le alterazioni del

metabolismo delle poliamine con il processo di cancerogenesi®®.

La seconda fase di questa via catabolica & svolta dalla PAO. Questo enzima &
costitutivamente attivo, presente a livello dei perossisomi e, dalla reazione che catalizza,
oltre a spermidina e spermina sono prodotti anche 3-acetaminopropanale ed acqua

ossigenata.

Pil recentemente & stata scoperta I'esistenza di una spermina ossidasi (SMO) inducibile
localizzata a livello citosolico, che catalizza I'ossidazione della spermina direttamente a
spermidina producendo acqua ossigenata. Questo enzima sta suscitando molto interesse in
quanto sembra svolgere un ruolo particolarmente importante nei processi inflammatori ed

. . . .1
in generale nelle patologie legate allo stress ossidativo™.

1.1.3 ll trasporto

Sebbene la sintesi de novo sia la via prevalente di produzione delle poliamine, anche il

trasporto tra I'interno e I'esterno della cellula contribuisce all’omeostasi di queste ultime.

Inoltre le poliamine preformate possono derivare sia dalla dieta sia dalla flora batterica, ma

N . . o epeaa 11
non & ancora nota la loro biodisponibilita™.

Il processo di uptake delle poliamine e realizzato da alcuni carrier in maniera energia-
dipendente e saturabile. La maggior parte delle cellule sembra avere due tipi di carrier, uno
con affinita per la putrescina e uno per la spermidina e la spermina®®. Invece il trasporto

verso l'esterno € un processo selettivo, regolato dallo stato di crescita delle cellule: e

11



innescato dalla diminuzione della velocita della crescita e interrotto dallo stimolo

contrario®®.

1.2 Ruoli cellulari delle poliamine

Come gia accennato, le poliamine risultano prendere parte
alle funzioni cellulari a diversi livelli. Queste sostanze infatti
influenzano [l'attivita fisiologica di vari enzimi, organelli e
sistemi biologici in vitro, legandosi attraverso interazioni
elettrostatiche, ad acidi nucleici, proteine e fosfolipidi,
contenenti gruppi carichi negativamente, o anche tramite
legami idrogeno ed interazioni idrofobiche. In particolare, la
distribuzione di carica della spermina rende tale policatione in
grado di interagire con due gruppi fosforici in ciascun
filamento di DNA, stabilizzando cosi la doppia elica contro la

denaturazione termica o il danno da radiazioni, e

partecipando alla formazione di strutture sovramolecolari piu
compatte del DNA, quali si hanno durante la mitosi. Grazie alla A

loro capacita di legare direttamente il DNA e di modulare l'interazione DNA-proteine, le
poliamine sono ormai classicamente conosciute come importanti mediatori della crescita e

della divisione cellulare.

Le poliamine inoltre, stabilizzano anche strutture a doppia elica che si possono trovare nel
RNA ribosomiale o in certi RNA transfer, mediante legami a siti specifici. Esperimenti
condotti su cellule intatte e nuclei isolati hanno anche indicato che le poliamine svolgono un
ruolo importante nella trascrizione di geni correlati alla crescita, come i proto-oncogeni c-

myc e c-fos.

Inoltre, il fattore di inizio della traduzione elF-5A contiene un amminoacido, l'ipusina, che si
forma dalla lisina per aggiunta di un gruppo butilamminico donato dalla spermidina.
Recentemente e stata riscontrata una correlazione tra la velocita di formazione dell’ipusina,

dipendente dalla disponibilita di spermidina, e la crescita cellulare™®.

Un’importante opportunita per raggiungere una maggiore comprensione dell'importanza
delle poliamine a livello fisiologico e patologico, & rappresentata dalla realizzazione di
modelli murini nei quali il contenuto di poliamine e stato perturbato a livello di alcuni tessuti
attraverso I'espressione transgenica di proteine in grado di influenzare il metabolismo di
queste sostanze. A questo riguardo molti modelli sperimentali sono attualmente disponibili

e molti altri potrebbero in futuro essere sviluppatils.
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1.2.1 Poliamine e proliferazione cellulare

Le poliamine sono regolatori bivalenti della funzione cellulare, promuovono la crescita o la

morte cellulare a seconda dei segnali ambientali*®.

E’ stato recentemente dimostrato come le poliamine siano coinvolte anche nella regolazione
del ciclo cellulare. Il ciclo cellulare, della durata di circa 16-20 h, e costituito da una serie di
eventi che portano la cellula a dividersi. Quest’ultima passa attraverso una serie ordinata di
fasi diverse denominate G1, S (replicazione del DNA), G2 e M (mitosi). Lo stato di quiescenza
e detto Go. Le fasi di transizione del ciclo cellulare sono regolate da proteine chinasi
costituite da una subunita regolatrice e da una catalitica. Le subunita regolatrici sono dette
cicline, si legano ad un sito specifico delle subunita catalitiche, dette cicline chinasi,
attivandole. In questo modo le cicline, denominate A, B, D, e le rispettive chinasi aumentano
e diminuiscono in modo regolato e coordinato durante la fase G1, S, G2, M del ciclo
cellulare. Uattivita delle cicline pud essere modulata negativamente da proteine inibitrici
quali p21, p27, p57. Numerosi stimoli come l'inibizione da contatto, la senescenza, il
danneggiamento del DNA, inducono la sintesi di queste proteine inibitrici bloccando il ciclo

cellulare?’.

Studi recenti condotti “in vivo” su colture cellulari hanno dimostrato che durante il ciclo
cellulare si verificano anche dei cambiamenti nell’attivita di ODC e nella concentrazione delle
poliamine. Infatti sembra che, in corrispondenza della fase di transizione G1/S, aumenti
I’ODC e conseguentemente il contenuto di putrescina, la quale induce la cellula ad uscire
dalla fase G1 antecedente la sintesi del DNA, risultando in tal modo essenziale per I'ingresso
della cellula nella fase S. Oltre all’ODC anche I'attivita della SSAT aumenta durante le fasi del
ciclo cellulare. In particolare in corrispondenza della transizione S/G2. Una deplezione del
contenuto di poliamine, in particolare in corrispondenza della fase G1, causa un accumulo

delle proteine inibitrici p21, p27 e p53 con conseguente arresto della crescita.

A sostegno della correlazione tra poliamine e crescita cellulare, alcuni lavori indicano che alti
livelli di poliamine, conseguenti ad un aumento della loro sintesi, sono presenti nelle cellule
che costituiscono molti tumori solidi, dove I’ODC risulta essere sovraespressa, come pure in
diverse manifestazioni precancerose e conseguentemente all’esposizione ad agenti

" . . .18-19-20-1 . . « . "
cancerogeni chimici*®***?*, Questi dati suggeriscono I'idea che ’ODC sia un proto-oncogene

e, per tale motivo, € oggetto di studio per la chemioprevenzione21'22'23.

La notevole importanza delle poliamine nei processi di proliferazione cellulare e I'evidenza
del coinvolgimento delle stesse nei processi di cancerogenesi, ha stimolato la ricerca nei
confronti di inibitori specifici della loro biosintesi. L’a-difluorometilornitina (DFMO), inibitore
irreversibile dell’ODC, é stato il primo composto effettivamente e razionalmente ideato con
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il fine di diminuire il contenuto di poliamine nelle cellule®®. Il DFMO si lega al sito attivo
del’ODC, viene decarbossilato, ma resta legato covalentemente, e porta a rapida
inattivazione dell’enzima. Il trattamento di cellule in coltura con DFMO determina la
diminuzione del contenuto intracellulare della putrescina e della spermidina, evento che
porta ad un rapido arresto della crescita. | DFMO ha un effetto citostatico piuttosto che
citotossico. Il trattamento con DFMO puo avere effetti notevoli anche sul differenziamento
di vari tipi cellulari: la somministrazione di DFMO o di altri inibitori ad animali da
esperimento, porta ad una completa inibizione dello sviluppo embrionale allo stato di
gastrulazione. E’ stata inoltre dimostrata I'efficacia del DFMO come inibitore della crescita di
vari tumori provocati sperimentalmente in animali. Tuttavia i tentativi di usare nell’'uomo il
DFMO come singolo agente antitumorale o in combinazione con altri antitumorali non

hanno generalmente fornito risultati durevoli'.

1.2.2 Poliamine e morte cellulare

Oltre ad essere coinvolte nei meccanismi che regolano la crescita cellulare, gli studi piu
recenti indicano un ruolo delle poliamine anche nel processo di morte cellulare per

apoptosizs'zs.

Infatti, sempre maggiori evidenze indicano I'esistenza di una stretta
correlazione tra questi policationi, gli eventi del ciclo cellulare e I'apoptosi. Questa

correlazione e abbastanza complessa, e ancora non completamente chiarita.

L'inibizione della biosintesi delle poliamine puo avere come risultato una protezione o una
sensibilizzazione nei confronti di stimoli di morte, in relazione al tipo di cellula. Ad esempio,
la deplezione di poliamine previene I'apoptosi indotta da un estratto di te verde nelle cellule
di carcinoma vescicale. D’altro canto, l'inibizione della biosintesi di poliamine risulta
sensibilizzare numerose linee cellulari tumorali all’apoptosi indotta dal tumor necrosis factor
(TNF-a)?’. Si & inoltre osservato che la deplezione di poliamine pud accrescere o ridurre la
suscettibilita all’apoptosi anche nello stesso tipo di cellule, in relazione allo stimolo di morte.
E’ stato dimostrato che nei fibroblasti trasformati di topo, carenti del gene relativo alla
sintesi di spermina, la completa deplezione delle poliamine prodotta dal trattamento con
DFMO, causa un aumento della morte cellulare provocata dalla radiazione ultravioletta, ma

la inibisce quando gli stimoli induttori dell’apoptosi sono cicloesimide o etoposide®.

Se e stato evidenziato che eccessivi livelli intracellulari di poliamine nelle cellule che ne
hanno una sovra-produzione o che ne subiscono una somministrazione esogena, puo indurre
apoptosi, € stato anche dimostrato che la deplezione di poliamine ottenuta con 'uso di un
inibitore specifico, come il DFMO ha un effetto citostatico sulle cellule, e molto difficilmente
citotossico. Questo dato rappresenta sicuramente un problema nell’ottica dell’utilizzo di tali

inibitori nella terapia antitumorale, ma al contrario puo rappresentare un punto di forza in
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relazione ad altri contesti patologici legati ad un eccesso di apoptosi, ad esempio malattie
cardiovascolari®® (la perdita di tessuto funzionale cardiaco & dovuta almeno in parte
all’apoptosi dei cardiomiociti), terapie cellulari rigenerative scarsamente efficaci’® (la
maggior parte delle cellule staminali trapiantate va incontro ad apoptosi, limitando i
potenziali benefici della terapia), I'osteoartrite® ('apoptosi dei condrociti contribuisce al

danno della cartilagine articolare) ed altre condizioni patologiche.

In generale |'esperienza del nostro laboratorio di ricerca nel campo delle poliamine ha
evidenziato che le tappe della biosintesi di queste molecole possono essere utilizzate come
target per intervenire sull’apoptosi di cellule non tumorali. In una review pubblicata
recentemente sono state riassunte e messe a confronto le evidenze scientifiche emerse in

guesto campo negli ultimi anni>%.

| meccanismi attraverso i quali le poliamine possono esercitare questo ruolo di fattori
agevolanti o contrastanti la morte cellulare programmata sono attualmente oggetto di

ricerca.
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2.0 Uapoptosi

Da un punto di vista generale, I'apoptosi & un programma biologico di suicidio cellulare che
pud essere messo in atto in condizioni fisiologiche, ad esempio per il mantenimento
dell’equilibrio omeostatico negli organismi pluricellulari, ma pud anche sopraggiungere

attraverso un’attivazione controllata da stimoli esogeni.

Il programma apoptotico si avvale di molecole specifiche, i cui geni sono altamente
conservati. | prototipi di tali geni furono osservati per la prima volta nel nematode
Caenorhabditis Elegans. Delle 1090 cellule somatiche di questo piccolo verme, 131 muoiono
per apoptosi nel corso dello sviluppo embrionale. Questo processo di sviluppo e impedito
dalla mutazione di alcuni geni, cui fu dato il nome di Ced (da C. Elegans death). Dei primi geni
identificati, si vide che alcuni (Ced-3 e Ced-4) inducevano apoptosi, mentre altri (Ced-9 ed
Egl-1, riconosciuto in un secondo tempo) erano anti-apoptotici. Inoltre, dato che gli individui
con la doppia mutazione Ced-9/Ced-3 non avevano apoptosi, si comprese che Ced-9 doveva
agire a monte di Ced-3. Gli omologhi di questi geni nel’'uomo sono per il Ced-3 la famiglia
delle Caspasi, una classe di proteine responsabili dell’esecuzione dell’apoptosi>>, per il Ced-4
il fattore attivante I'apoptosi (Apaf-1), una proteina coinvolta nell’attivazione delle caspasi,

per il Ced-9 la famiglia del Bcl-2, modulatori del processo apoptotico™.

2.1 Alterazioni morfologiche e biochimiche
A differenza della cellula necrotica, quella apoptotica perde rapidamente volume
condensandosi, esponendo componenti normalmente nascosti o poco espressi della

membrana plasmatica. Questi

vengono riconosciuti  dalle apopfosis aclivated celf shulshage
By fnteinsic or extringic chromatin condensation
cellule vicine, che operano la patfunay
fagocitosi della cellula 1'31{-'
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cromatina e il taglio del DNA in apopiotichedies & '\...,_______/ ap?:r:mbod}-
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Apoptosi di una cellula
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numeri. Granuli compatti di cromatina degradata si spostano verso la periferia del nucleo.
Frammenti di materiale nucleare raggiungono in seguito la membrana plasmatica, dove
vengono circondati da evaginazioni della membrana stessa che conferiscono alla cellula un
aspetto a bolle (blebbing). Queste blebs si staccano dal corpo cellulare trascinando con sé
parte del citoplasma e del materiale nucleare, dando origine ai cosiddetti corpi apoptotici
che vengono fagocitati dalle cellule vicine. A differenza della morte per necrosi, nell’apoptosi
non si ha versamento di contenuto citosolico nell’ambiente, dunque non ha origine alcun

processo flogistico secondario®>.

Il processo di apoptosi puo essere distinto in tre fasi:
v" Induzione
v Esecuzione
v Riconoscimento e fagocitosi

La fase di induzione & regolabile e reversibile, in quanto vede un “colloquio incrociato”
(cross-talk) tra stimoli contrastanti (segnali di sopravvivenza e segnali di morte). | diversi
stimoli ed eventi apoptogeni seguono due, o forse piu, distinte vie di segnalazione: una
attivata da "segnali di morte" che giungono a specifici recettori di superficie (via
recettoriale), l'altra attivata da segnali endogeni e regolata dal mitocondrio (via
mitocondriale)*’. Entrambe le vie convergono nell'attivazione di un gruppo omogeneo di

proteasi specifiche: le caspasi.

Questo evento segna linizio della fase di esecuzione. L'attivazione delle caspasi e
determinata da un taglio proteolitico e determina a sua volta un'ulteriore cascata di eventi
proteolitici e nucleolitici preordinati, che amplificano il segnale e portano alle tipiche
modificazioni morfologiche dell'apoptosi. La fase di esecuzione richiede energia e, nel caso
I’ATP disponibile non sia sufficiente per completare il processo di apoptosi, questa potrebbe

abortire e sfociare in necrosi.

Si ha quindi la successiva fase di riconoscimento e fagocitosi. | macrofagi, i monociti ed
eventualmente cellule non specializzate, fagocitano i residui corpi apoptotici,
riconoscendone specifici recettori di membrana o perché richiamati da molecole

chemiotattiche rilasciate dalla cellula apoptotica stessa.

La fase di esecuzione sembra essere comune a tutte o quasi le vie d’innesco ed e costituita
da una serie di reazioni enzimatiche a cascata. Una volta innescata, la reazione non & piu
arrestabile. Le caspasi (cysteinyl aspartate-specific proteinases) sono enzimi che idrolizzano il
legame peptidico, con specificita per i motivi tetrapeptidici contenenti aspartato. Le singole
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caspasi hanno substrati specifici diversi, determinati dalla sequenza di quattro residui
amminoacidici, posti all’estremita amminoterminale del sito di taglio P1. Alcune di queste
proteasi giocano un ruolo essenziale nella morte cellulare programmata (caspasi-2, 3, 6, 7, 8,

9, 10 e 12), altre intervengono nel processo infammatorio (caspasi-1, 4, 5 e 13).

Le caspasi sono sintetizzate in forma di proenzimi inattivi, e vengono attivate per taglio
proteolitico. Come procaspasi, sono costituite da un prodominio (3-24 kDa), una subunita
maggiore (17-21 kDa), e da una subunita minore (10-13 kDa). Il prodominio si trova nella
regione amminoterminale, € altamente variabile nella sequenza e nel peso, ed & coinvolto
nella regolazione dell’attivazione. Questa porzione non €& necessaria una volta avvenuta
I'attivazione della caspasi, ma conferisce una grande eterogeneita a questi enzimi.
All'interno della famiglia, gli enzimi dotati di un prodominio grande, sono conosciuti come
caspasi iniziatrici (ad esempio le caspasi-8 e 9), grazie alla loro capacita di autoattivarsi e di
provocare una cascata proteolitica tramite processamento e attivazione delle caspasi
effettrici, dotate di un prodominio piccolo (ad esempio le caspasi-3 e 7). | precursori inattivi
delle caspasi iniziatrici esistono nella cellula come monomeri, mentre gli zimogeni di quelle
effettrici sono sotto forma di dimeri. Studi strutturali hanno poi rivelato che la forma attiva
corrisponde ad un eterotetramero, composto da due subunita grandi e da due piccole, e
contenente due siti attivi, uno per ogni monomero. L'attivazione delle caspasi iniziatrici &

infatti indotta dalla dimerizzazione, che risulta mediata da proteine regolatrici.

2.2 Le vie ed i modulatori

Attualmente sono conosciute due vie principali responsabili dell’attivazione delle caspasi,
quindi della morte cellulare per apoptosi: la via recettoriale, o “estrinseca”, e la via

mitocondriale, o “intrinseca”.

Nel primo caso lI'evento scatenante e il legame con i
~ TNFee
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suo segnale all'interno della cellula in maniera relativamente specifica. La proteina
adattatrice e in realta un complesso proteico, localizzato in prossimita del versante interno
della membrana citoplasmatica, dotato oltre che del DD, anche di una regione detta DED
(dominio effettore di morte) tramite la quale interagisce con una regione definita CARD
(aminoterminal caspase recruitment domain) presente in diverse caspasi. L'interazione con il
complesso proteico adattatore provoca I'oligomerizzazione della caspasi-8, attraverso un
meccanismo di autolisi, e quindi innesca il meccanismo a cascata di attivazione delle caspasi,
indirizzando quindi la cellula verso I'apoptosi in modo irreversibile. | DR meglio caratterizzati
sono CD95 (detto anche FAS o APO-1) e il TNF-R1, che riconoscono appunto rispettivamente
le citochine Fas-ligand e TNF. Per quanto riguarda FAS, dopo il legame, il recettore
trimerizza, e recluta la proteina adattatrice FADD (Fas-associated DD). Questa, posta sul lato
citoplasmatico, ha a sua volta un dominio DED, che media |'associazione con la Pro-caspasi-
8%, Il meccanismo usato dal TNF-R1 in seguito al legame col TNF, & analogo ma piu
complesso in quanto sono coinvolte piu proteine adattatrici e regolatrici. Infatti, questo
recettore in particolare, attiva contemporaneamente anche diverse cascate di segnali
intracellulari, che terminano con I'attivazione del fattore nucleare kB e con la fosforilazione

41
del protoncogene c-Jun™.

Quello descritto é tuttavia un quadro estremamente semplificato della situazione reale: in
realta i ligandi possono interagire anche con altri recettori, non appartenenti alla via di

trasduzione del segnale proapoptotica, producendo nella cellula risposte di altra natura,

eventualmente
Apoptotic signals
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deriva dall'integrazione di segnali che spingono verso il programma suicida e,

contemporaneamente, trattengono la cellula dall’attuarlo.

La via intrinseca di attivazione caspasica, che coinvolge i mitocondri, puo essere attivata da
molti stimoli tra cui il calcio, la presenza di ROS (reactive oxygen species), il verificarsi di
danni al livello del DNA, la diminuzione dei livelli dei fattori di crescita. Un passaggio chiave
nell’attivazione di questa via e il rilascio del citocromo ¢ dallo spazio intermembrana del
mitocondrio al citosol. Il citocromo ¢ € presente nei mitocondri in due principali forme, in
equilibrio dinamico tra loro. Una forma e confinata all'interno della membrana
mitocondriale, e gioca un ruolo critico nella catena di trasporto di elettroni, I'altra diffonde

liberamente tra I'interno e 'esterno®.

Sono state descritte diverse fasi nel rilascio del citocromo ¢ durante I'apoptosi. Nella fase
iniziale si ha il distacco dall’interno della membrana mitocondriale, poi segue la formazione
di un poro, quindi il rilascio del citocromo ¢ nel citosol”. Il meccanismo che porta
all’laumento di permeabilita nella seconda fase € complesso e ancora poco conosciuto. Un
meccanismo proposto coinvolge I'apertura di un poro detto PTPC (permeability transition

44-4
pore complex)***

, costituito da una proteina che trasloca un nucleotide adenilico definita
ANT (adenine nucleotide translocator), posta all'interno della membrana mitocondriale, ed
un canale voltaggio dipendente VDAC (voltage-dependent anion channel) all’esterno della
membrana. La permeabilita aumenterebbe in seguito alla formazione da parte di ANT di un
poro non specifico, in risposta a vari stimoli (calcio, fosfato, ROS..). Questo causerebbe un
rigonfiamento della matrice mitocondriale con conseguente rilascio del citocromo c¢. Un
meccanismo alternativo invece propone un ruolo, nella formazione dei pori, dei membri

della famiglia Bcl-2, come Bax o Bak*®*" 8,

Oltre alle due principali vie di attivazione della cascata caspasica, recentemente si sta
cominciando a considerare un terzo possibile meccanismo di segnalazione. Ci sono infatti
evidenze che collegano uno stress del reticolo endoplasmatico, conseguente ad esempio
all’laccumulo di proteine o all’alterazione dell’omeostasi del calcio, all’attivazione caspasica.
Diversi studi hanno mostrato che le proteine appartenenti alla famiglia di Bcl-2, sia quelle
con significato antiapoptotico, che proapoptotico, si inseriscono nelle membrane del
reticolo, andando in qualche modo a regolare I'attivazione caspasica e I'apoptosi49. Bax e Bak
ad esempio, possono localizzarsi a livello di questo, e causare sia una deplezione di calcio dal

031 Questa si trova sul lato citosolico della

compartimento, sia 'attivazione della caspasi 12
membrana del reticolo e, in seguito ad attivazione, pud processare la procaspasi-9. Inoltre, &

possibile che la deplezione di calcio da questo compartimento possa causare oltre ad un
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aumento di concentrazione dello ione nel citosol, un sovraccarico a livello dei mitocondri,

che causerebbe poi attivazione della via mitocondriale®.

Attualmente sono conosciuti oltre venti membri appartenenti alla famiglia di Bcl-2, di cui una
quindicina presenti nell'uomo e cinque trovati nei virus. La proteina Bcl-2 rappresenta il
prototipo di questa famiglia. Essa contiene nella sua struttura quattro tipiche sequenze
amminoacidiche, definite “domini di omologia al Bcl-2” numerati da BH1 a BH4, piu un
dominio idrofobico che serve per I'ancoraggio alle membrane. La famiglia di Bcl-2 & stata

divisa in tre sottogruppi che comprendono proteine simili per struttura e funzione:

1. sottofamiglia del Bcl-2, che comprende proteine antiapoptotiche che favoriscono la

sopravvivenza cellulare (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Bcl-1 ed altri);

2. sottofamiglia del Bax, di cui sono noti tre membri che attivano la morte cellulare
(Bax, Bak e Bok);

3. sottofamiglia BH3, definita cosi perché le proteine che ne fanno parte possiedono
solo il dominio BH3 di omologia al Bcl-2. Di questo gruppo sono noti otto membri con

attivita proapoptotica (tra cui Bid, Bim, Bik, HRK, Puma e Noxa).

Le proteine di questa famiglia possono legarsi tra loro, formando sia omo- che etero-dimeri.
Membri proapoptotici possono dimerizzare con membri antiapoptotici, neutralizzandosi a
vicenda. Questa scoperta ha suggerito un modello secondo cui la decisione, tra la vita e la
morte cellulare, sarebbe determinata dal rapporto tra le concentrazioni dei membri
proapoptotici e quelli antiapoptotici. Normalmente Bax & presente nel citosol come
monomero inattivo che, in risposta a stimoli proapoptotici, oligomerizza e migra verso i
mitocondri, a livello dei quali causa il rilascio del citocromo c. Riguardo al meccanismo con il
quale agisce sulla membrana mitocondriale, sono state avanzate due ipotesi: studi strutturali
hanno mostrato una certa analogia delle proteine Bcl-2 con tossine batteriche in grado di
formare pori a livello delle membrane>?; altri studi invece attribuiscono a Bax oligomerizzato
la capacita di distruggere lintegrita della membrana senza formazione di pori, ma
interagendo con il PTPC, quindi inducendo un aumento di permeabilita transitorio, che

permette il rilascio del citocromo c*2.

Il rilascio del citocromo ¢ dai mitocondri permette I'assemblaggio di un complesso, chiamato
“apoptosoma”, che comprende un fattore attivante le proteasi apoptotiche Apaf-1
(apoptotic protease activating factor 1), la caspasi-9 e un nucleotide (ATP)>. Apaf-1 & una
proteina citosolica di 130 kDa, membro della famiglia delle proteine contenenti un dominio
detto NOD, per il legame con un nucleotide (nucleotide-binding oligomerization domain).

L’Apaf-1 comprende, oltre al NOD in posizione centrale, altri due domini: un dominio CARD,
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e all’estremita carbossiterminale 12-13 ripetizioni WD-40. | primi 97 aminoacidi che
comprendono il dominio CARD, servono per il riconoscimento e l'interazione col dominio
CARD della procaspasi-9. Il dominio NOD invece, & omologo alle sequenze dette ABC (ATP-
binding cassette), che ritroviamo in una grande famiglia di ATPasi e GTPasi, e contiene due
siti conservati per il legame con nucleotidi e col magnesio. Nel citosol, Apaf-1 monomerico
e presente in una conformazione inattiva, che impedisce I'oligomerizzazione e I'associazione
con la procaspasi-9. Non & ancora stato chiarito il meccanismo che riesce a mantenere allo
stato inattivo I’Apaf-1, ma si pensa che possano avere un ruolo in tal senso interazioni
intramolecolari tra le regioni amminoterminali e le ripetizioni WD-40; questa ipotesi &
sostenuta dal fatto che la delezione della porzione WD-40 promuove un’attivazione

costitutiva di Apaf-1>*.

First stage of apoptosome formation

Recruitment of
procaspase-9

procaspase-9

In presenza di citocromo ¢ e di dATP, questa proteina oligomerizza per formare un
complesso tra 700 e 1400 kDa>>®. Studi biochimici suggeriscono che la stechiometria con la
quale dovrebbe avvenire questa reazione, preveda la combinazione di due molecole di
citocromo ¢ per ogni molecola di Apaf-1°’. Tuttavia, questa interazione sembra essere

transitoria, in quanto non sono state ritrovate molecole di citocromo c negli apoptosomi
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purificatisg. Sebbene il dATP sia richiesto per la formazione dell’apoptosoma e per
I'interazione con la caspasi-9°°, il suo ruolo appare ancora controverso. Infatti, recenti studi
indicano come responsabile della oligomerizzazione di Apaf-1, il legame di dATP/ATP, ma

non l'idrolisi di questa molecola®.

Dopo l'attivazione, avvenuta grazie alla mediazione di Apaf-1, la caspasi-9 matura resta
legata all’apoptosoma, dove e cataliticamente attiva e da dove puo agire sulle caspasi

effettrici®’.

La struttura tridimensionale che & emersa dagli studi di criomicroscopia elettronica, descrive
I'apoptosoma come una ruota a sette raggi. La porzione centrale e costituita dai domini
CARD. | raggi hanno una struttura a forma di Y, contenenti il dominio NOD e le ripetizioni
WD-40. Queste costituiscono i due lobi distali e, nel monomero inattivo, possono interagire
ed occludere il dominio centrale. Il legame del dATP/ATP ha per risultato cambiamenti
conformazionali, che inducono I'oligomerizzazione e I'assemblaggio dell’eptamero Apaf-1

alla caspasi-9°.

Sono stati proposti diversi meccanismi per spiegare come avviene l'inibizione dell’attivita
dell’apoptosoma. Uno di questi coinvolge le IAPs (inhibitor of apoptosis proteins), che
agiscono legando le caspasi iniziatrici ed effettrici e inibendone I'attivita enzimatica. Alcuni
studi hanno mostrato che I’attivita di una di queste IAPs viene antagonizzata da una proteina
mitocondriale, che viene rilascita nel citosol in seguito ad un insulto che agisce da stimolo
apoptotico. Questa proteina spiazza IAP dal legame con la caspasi-9, che quindi viene
liberata. La famiglia delle IAPs comprende alcune forme espresse anche a livello del
miocardio umano®. Tra queste proteine sembra assumere una certa importanza la
survivina, la cui espressione a livello cardiaco sembra influenzare in maniera sostanziale il

rimodellamento ventricolare®.
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3.0 L'apoptosi nel cuore

L'apoptosi € un meccanismo di morte cellulare altamente regolato e fondamentale per il
corretto sviluppo di un organismo. Tuttavia una sua deregolazione pud contribuire
all'instaurarsi di processi patologiciss. In particolare un aumento della morte cellulare risulta
maggiormente critico in quei tessuti che hanno scarsa capacita di rinnovarsi, a livello dei
quali la perdita di tessuto funzionale porta ad un danno permanente. Molte patologie
degenerative sono legate infatti ad una perdita di funzionalita causata da un aumento di
apoptosi a livello di un particolare tessuto. Le patologie cardiovascolari costituiscono la piu
frequente causa di morte nei paesi industrializzati e negli ultimi dieci anni crescenti evidenze
hanno sottolineato I'importanza dell’apoptosi nello sviluppo e nella progressione di queste

patologie.

L’apoptosi dei cardiomiociti & stata evidenziata in numerosi studi condotti su modelli animali

66-6768-69 su pazienti che avevano subito un infarto del miocardio o

70-71-72

di ischemia-riperfusione
affetti da cardiomiopatia dilatativa o insufficienza cardiaca ad uno stadio avanzato
Tutto cio ha indotto a credere che l'apoptosi possa rivestire un ruolo cruciale nella

transizione dall’ipertrofia compensatoria all’insufficienza cardiaca.

3.1 L’Ischemia cardiaca

L’ ischemia pud essere definita come quella condizione che si verifica quando un tessuto
riceve un apporto ematico inferiore a quello richiesto dal suo metabolismo. La causa piu
frequente di ischemia & rappresentata da un’interferenza locale nella perfusione di un
organo o di un tessuto, causata da un’occlusione parziale o totale della rete vascolare sua

tributaria”.

Un tessuto privato del suo apporto di sangue subisce direttamente tre situazioni:
@ Carenza di ossigeno, che non viene immagazzinato in quantita sufficiente
@ Carenza di substrati per i processi metabolici e sintetici
@ Mancata rimozione dei cataboliti  (diminuzione del wash-out)”.

Il danno generato dall’ischemia si pud tradurre in una perdita di cellule parenchimali a piccoli
focolai, come si osserva nel tessuto miocardico di pazienti con una lunga storia di angina
pectoris, o in una necrosi estesa. In entrambe le condizioni il tessuto perduto viene

rimpiazzato da tessuto fibroso.

L’estensione del danno & proporzionale al grado di ischemia, che viene determinato sulla

base di diverse variabili. Bisogna per prima cosa considerare I'anatomia dei vasi che

24



garantiscono |'apporto ematico locale: infatti i tessuti provvisti di una doppia circolazione
accusano meno danni in seguito ad ostruzione arteriosa, in quanto I'apporto ematico
proveniente dal circolo collaterale & in grado di mantenere la vitalita delle cellule. Cio accade
ad esempio nel tessuto polmonare, mentre in organi come il cuore ed il cervello il circolo
collaterale e piuttosto scarso, per cui essi rappresentano le zone piu pericolosamente
esposte al deficit circolatorio. Inoltre le necessita metaboliche dell’area ipoperfusa non sono
costanti: i tessuti hanno diversa capacita di sopportare una diminuzione di apporto di
sangue. Da questo punto di vista il cervello € I'organo piu sensibile, infatti la privazione di
ossigeno per un tempo superiore a 3-4 minuti causa alle cellule nervose un danno
irreversibile. Anche il miocardio € molto sensibile ai danni prodotti dalla ridotta perfusione.
In effetti il cuore, dovendosi contrarre per piu di 100.000 volte nell’arco della giornata per
spingere il sangue attraverso i vasi dell'intero organismo, richiede un elevato apporto
energetico e va incontro ai rischi legati all’'ischemia ogni volta che il circolo coronarico non e
in grado di fornire tutto il sangue del quale pud avere bisogno. Il miocardio & infatti un
tessuto tipicamente ed essenzialmente aerobico, che richiede per il suo metabolismo un
continuo apporto di ossigeno da parte del circolo arterioso coronarico. Inoltre ogni aumento
della richiesta di prestazione contrattile, quindi ogni elevazione della frequenza cardiaca e
della pressione sanguigna, deve essere sostenuto da un aumento proporzionale nell’entita

del flusso ematico coronarico.

Ogni evento che comporti la mancata corrispondenza tra la domanda energetica cardiaca e
I'apporto coronarico determina in un primo tempo conseguenze di natura metabolica e
successivamente, in caso di ischemia grave e prolungata, lesioni strutturali di tipo

irreversibile.

Oltre alla ridefinizione del profilo energetico, le variazioni nella tensione di ossigeno guidano
importanti adattamenti nella trasduzione dei segnali intracellulari e nell’espressione del
patrimonio genetico cellulare. In particolare, nonostante si verifichi una generale “down-
regulation” della sintesi delle proteine, mirata a ridurre i consumi energetici, I'ipossia attiva
la trascrizione di geni specifici. Questa trasduzione controllata si verifica in quanto la
riduzione della tensione di ossigeno determina una aumentata attivazione di specifici fattori
di trascrizione, o semplicemente aumenta l'affinita del loro legame con le sequenze
specifiche di DNA. Nelle cellule dei mammiferi, alcuni dei meccanismi compensatori che
vengono attivati in risposta ai cambiamenti della tensione di ossigeno sono direttamente
associati alla inibizione delle vie ossigeno-dipendenti, e al conseguente decremento del
contenuto energetico, o secondari ai cambiamenti dello stato redox della cellula che si
manifestano a seguito del suo alterato metabolismo. In taluni casi, pero, tali modificazioni

cellulari, che si manifestano in seguito ad ipossia, diventano effettive prima che i livelli di ATP
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siano ridotti. Questo fa supporre I'esistenza di “sensori” di membrana sensibili alle variazioni
della tensione di ossigeno e in grado di attivare dei secondi messaggeri e quindi una cascata
di eventi che, mediando I'adattamento della cellula, puo alternativamente condurre alla

sopravvivenza o alla morte.

In tutti i tessuti del nostro organismo, I’assenza di apporto di ossigeno causa una transizione
verso la morte cellulare, in particolare quando I'ischemia e di gravi proporzioni. In queste
condizioni, agli iniziali adattamenti biochimici e funzionali all’interno delle cellule, mirati ad
ottenere un adattamento dell'intero organo alle nuove condizioni attraverso I’ “up-
regulation” di specifiche proteine con valenza protettiva, si oppone linstaurarsi di
programmi di suicidio cellulare. La morte cellulare si pud manifestare sia come apoptosi che
come necrosi. La scelta da parte della cellula di aderire ad un programma di autodistruzione
rappresenta evidentemente un momento critico. Un’ipotesi attuale fa ritenere che se la
cellula ha la capacita di recuperare la funzionalita della membrana in maniera tale da
ricostruire il suo metabolismo ossidativo, essa avra la possibilita di sopravvivere; al contrario,
se il potenziale di membrana ¢ irreversibilmente ridotto, la cellula andra incontro alla morte,
e la tipologia di morte dipendera allora dalla disponibilita di energia (ATP): se la cellula ha
energia e tempo sufficienti, prima della perdita di permeabilita di membrana, andra incontro

ad apoptosi, al contrario, se la disponibilita di energia & bassa, andra incontro a necrosi.

3.2 L'insufficienza cardiaca

Per insufficienza cardiaca si intende una sindrome complessa che trae origine da diversi
disturbi del cuore, che ne compromettono la capacita di funzionare e di sostenere la
circolazione sanguigna. Il cuore & capace di rispondere variando la propria capacita
contrattile in funzione di variazioni nelle richieste metaboliche dell’organismo. Se I'aumento
delle richieste e temporaneo, il cuore mette in atto una serie di meccanismi transienti come
la stimolazione del ritmo cardiaco mediante rilascio di catecolamine. Se invece I'aumento
delle richieste e ripetitivo o cronico, I'organo va incontro ad una serie di modifiche che si
definiscono complessivamente con il termine “rimodellamento cardiaco”. Anche I'esercizio
fisico induce un processo di rimodellamento nel cuore, tuttavia si tratta di un fenomeno
sostanzialmente diverso, fisiologico (e benefico), omogeneo, che porta ad un proporzionato
aumento dei componenti cellulari del cuore (in particolare cardiomiociti e fibroblasti). Nel
rimodellamento patologico, frutto soprattutto di ipertensione, ma anche di cardiomiopatie
ischemiche, congenite e dilatative, valvulopatie e miocarditi, si ha uno sproporzionato
contributo da parte dei fibroblasti, che sono stimolati a proliferare ed a produrre collagene

fibrillare interstiziale, innescando un processo di fibrosi ’>.
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Nella maggior parte dei casi I’evoluzione dell’insufficienza cardiaca comprende una prima
fase di ipertrofia: questa rappresenta inizialmente un importante meccanismo adattativo
per rispondere agli stress emodinamici. Gli iniziali benefici funzionali della risposta
ipertrofica includono un aumento nel numero di elementi contrattili’®. Tuttavia a differenza
del rimodellamento fisiologico, quello causato dall’ipertensione costituisce il principale
fattore di rischio per I'insufficienza cardiaca’’. La fibrosi generata dall’ipertensione modifica
infatti I'organizzazione tridimensionale del muscolo cardiaco ed aumenta la rigidita del
miocardio, andando a limitare il riempimento del cuore durante la diastole’® quindi
compromettendo la funzionalita dell’organo. Numerosi modelli sperimentali hanno
dimostrato che l'ipertrofia miocardica e lo scompenso cardiaco sono caratterizzati da una
consistente perdita di cardiomiociti’®. Uno dei meccanismi proposti per spiegare la perdita di
cardiomiociti che si verifica con la transizione dall’ipertrofia compensatoria allo scompenso &
I"apoptosi, un processo mediante il quale le cellule pervengono all’autodistruzione attivando
una complessa catena di eventi®®. Quando infatti I'ipertrofia del tessuto miocardico non
corrisponde ad una crescita dei capillari che costituiscono il microcircolo, si ottiene un
aumento delle dimensioni dei cardiomiociti con una relativa riduzione della densita capillare.
In queste condizioni si crea uno squilibrio tra massa miocitaria e capillari che puo
determinare un mismatch nel rapporto domanda/fornitura di ossigeno con conseguente
incremento dell’apoptosi dei cardiomiociti che favorisce un processo di rimodellamento

. .. . 1
sfavorevole e porta all’insufficienza cardiaca®.

3.2.1 l’attivazione neuro-ormonale

Il mancato output cardiaco porta all’attivazione di meccanismi compensatori neuro-ormanali
allo scopo di migliorare la performance cardiaca. Sebbene questi rappresentino un supporto
per il cuore in circostanze fisiologiche, possono anche avere un ruolo fondamentale nello

sviluppo e nella conseguente progressione dell’insufficienza cardiaca.

@ La stimolazione del sistema renina-angiotensina-aldosteone porta ad un’aumentata
produzione di renina, di angiotensina Il e di aldosterone. L’angiotensina Il & un
potente vasocostrittore sia a livello renale (in particolare agisce sulle arteriole
efferenti glomerulari) che della circolazione sistemica, dove stimola il rilascio della
norepinefrina dalle terminazioni nervose simpatiche, inibisce il tono vagale e
promuove il rilascio di aldosterone. Questo porta alla ritenzione di sodio ed acqua e
alla aumentata escrezione di potassio®. Lo stiramento delle cellule dovuto al
sovraccarico pressorio promuove inoltre la sintesi di angiotensina Il da parte dei
cardiomiociti stessi®>. Molti studi hanno evidenziato che I'aldosterone ha effetti

avversi a livello dl tessuto cardiaco che vanno al di 1a del suo meccanismo d’azione
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principale sulla pressione. E’ inoltre ormai noto che oltre ad agire sui recettori

mineralcorticoidi, & in grado anche di indurre effetti rapidi, non genomici.

@ Le catecolamine (epinefrina e norepinefrina) svolgono una diretta stimolazione
cronotropo- e inotropo-positiva sulle cellule del cuore, tentando cosi di aumentarne
la contrattilita e quindi I'efficienza. Tuttavia una stimolazione sostenuta di questo
sistema attiva il sistema renina-angiotensina-aldosterone ed altri neuro-ormoni
portando ad un aumentato tono venoso ed arteriolare, ad un aumento della
concentrazione di norepinefrina nel sangue, alla progressiva ritenzione di sale ed

acqua, quindi all’edema’.
Nel complesso I'attivazione di questi sistemi porta anche a:
@ produzione di endotelina;
@ produzione di fattori di crescita per i cardiomiociti;

@ sintesi di ossido nitrico (NO), che provoca vasodilatazione periferica e quindi

diminuzione del pre-caric084;
@ rilascio di istamina, che lega i recettori H1 nel cuore provocando tachicardia;

@ produzione locale di citochine infiammatorie come TNF e IL-1%.

Tutti questi mediatori dello stress biochimico tentano di risolvere I'insufficiente irrorazione
degli organi, ma allo stesso tempo la stimolazione costante da parte di essi contribuisce alla
progressione dell'insufficienza cardiaca. Inoltre, alcuni tra questi mediatori stimolano
direttamente l'ipertrofia dei cardiomiociti, inducendo anche I'espressione di una serie di geni
normalmente espressi solo nel cuore fetale (si dice per tanto che viene riattivato il fetal gene
program). Tra questi geni ci sono quelli relativi all’espressione della catena pesante della
miosina B (B-MHC), del peptide natriuretico atriale (ANP) e dell’a-actina scheletrica. E’ stato
anche osservato che a lungo andare alcuni fattori possono avere tossicita diretta sul cuore.
In particolare molti lavori hanno evidenziato gli effetti apoptotici di alte concentrazioni di
norepinefrina®, aldosterone ed angiotensina I1*” sui cardiomiociti. Dunque il fenomeno del
rimodellamento cardiaco € associato ad un aumento di apoptosi dei cardiomiociti con dei
meccanismi non noti indotti dallo stress biochimico. Inoltre, lo stesso aumento delle
richieste metaboliche fa si che i cardiomiociti subiscano un maggiore stress ossidativo, il

guale puo portare a danno mitocondriale e innesco della via intrinseca dell’apoptosi.
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3.3 Vie di trasduzione del segnale ed apoptosi nel cuore

Una complessa rete di segnalazione intracellulare media i processi di crescita, sopravvivenza
e morte cellulare attraverso la fosforilazione-defosforilazione di proteine. A livello del
tessuto cardiaco sono state individuate numerose vie che esercitano importanti effetti
regolatori. Tra queste, quelle relative a due serina/treonina chinasi, I’Akt e la chinasi attivata
dall’AMP (AMPK), sono a tutt’oggi oggetto di studio per chiarire un loro coinvolgimento nella

sopravvivenza e/o morte cellulare.

La via di segnalazione della proteina chinasi Akt € coinvolta nella mediazione di segnali anti-
apoptotici. Numerosi lavori hanno evidenziato che questa proteina gioca un ruolo critico
nellomeostasi dei cardiomiociti® e che inibisce sia la via d’induzione intrinseca che
estrinseca dell’apoptosi®®. LAkt rappresenta un bersaglio a valle di molti recettori regolati da
importanti stimoli della proliferazione cellulare: fattori di crescita (EGF, PDGF-R, bFGF),

insulina e fattore di crescita insulino simile | (IGF-1).

L'attivazione dell’Akt & un processo complesso e multifasico. La prima tappa comprende
I'attivazione di un recettore di membrana che attiva a sua volta una protein-chinasi
intracellulare, la fosfoinositide-3-chinasi (PI3K). Questa converte il PIP2 (fosfoinositolo
difosfato) a PIP3 (fosfoinisitolo trifosfato); I’Akt, migrando verso la membrana cellulare,
interagisce con il PIP3 e va incontro a cambiamenti conformazionali; tali modifiche rendono
possibile la fosforilazione, operata dalla chinasi PDK1, del residuo treonina 308 della
proteina, attivandola parzialmente. Mediante un meccanismo di autofosforilazione non
ancora ben chiaro, si aggiunge quindi un gruppo fosfato sulla serina 473 (dominio idrofobico
della regione C-terminale). Una volta attiva I’Akt si allontana dalla membrana e attraversa il
citoplasma dove ¢ in grado di fosforilare diverse proteine substrato; inoltre puo raggiungere
il nucleo dove & in grado di indurre la trascrizione di geni target™ coinvolti nei meccanismi di

cardioprotezionegl.

Il piu utilizzato inibitore dell’attivazione dell’Akt € rappresentato dal LY294002 (LY). Questo
composto, usato solitamente negli studi in vitro a concentrazione 20 uM, agisce inibendo il

legame tra I’ATP e la PI3K, quindi bloccando la chinasi a monte dell’Akt.

Se fino ad alcuni anni fa la chinasi attivata dall’AMP (AMPK) veniva indicata solo come un
importante sensore e regolatore del metabolismo energetico cellulare, recentemente &

diventato chiaro che il suo ruolo € piu vasto.

Comunemente si ritiene che attivi vie metaboliche in grado di fornire energia (glicolisi,

ossidazione degli acidi grassi, uptake del glucosio) e che, contemporaneamente, inibisca
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quelle che consumano ATP (sintesi di proteine, di glicogeno e di acidi grassi), regolando in

questo modo I'omeostasi energetica nella cellula.

Molti lavori hanno affrontato il rapporto tra AMPK e regolazione della sopravvivenza
cellulare in situazioni di stress®. Le normali funzioni delle cellule di mammifero infatti,
dipendono da informazioni che possono provenire da fattori di crescita esterni o da livelli dei
nutrienti intracellulari che portano alla regolazione di crescita, proliferazione,
differenziamento e sopravvivenza. Diversi risultati sperimentali suggeriscono che
Iattivazione della AMPK possa essere direttamente o indirettamente collegata ad effetti che

riguardano questi processi.

Il primo articolo che ha mostrato una relazione tra AMPK e induzione di apoptosi risale a 11
anni fa”®, tuttavia il ruolo che la AMPK svolge nel controllo del destino cellulare non & ancora
completamente chiaro: alcuni autori hanno correlato la sua attivazione con la sopravvivenza
e altri con 'arresto della crescita o con la morte cellulare. Risulta quindi abbastanza evidente
che la AMPK puo essere coinvolta sia nella protezione che nell'induzione dell’apoptosi.
Verosimilmente, il ruolo dell’AMPK nell'apoptosi e nella sopravvivenza cellulare puo differire

in relazione al contesto cellulare (tipo di cellula e stimolo proapoptotico).

Il composto AiCA riboside (AICAR) rappresenta il piu "antico", meglio caratterizzato e piu
utilizzato attivatore della AMPK. Questo composto, un intermedio della sintesi purinica,
infatti, viene trasformato nelle cellule in ZMP, un nucleotide analogo all'AMP, che causa
I'attivazione diretta dell’AMPK.
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4.0 Le poliamine ed il cuore

Da molti anni @ stato stabilito un legame tra l'ipertrofia cardiaca e le poliamine **. Queste
molecole infatti notoriamente promuovono fenomeni tipici della crescita ipertrofica come la
sintesi di proteine e |'attivazione dell’espressione genica, ed i loro livelli risultano aumentati
durante la proliferazione e la crescita cellulare. Aumentate concentrazioni di poliamine sono
state riscontrate nel tessuto cardiaco in seguito a trattamenti che provocano ipertrofia,

95-96

come la stenosi aortica ascendente®™®, I’esercizio fisico’’, lo stress® e la somministrazione

di isoproterenolo®. Questo aumento di poliamine corrisponde anche ad un’iperacetilazione

istonica, e ad un aumento nella sintesi di RNA e proteine'®*%!

. Oggi sono disponibili diversi
modelli murini transgenici e knockout con livelli alterati di poliamine che permettono di
studiare ed estendere le conoscenze precedentemente ottenute riguardo il ruolo di questi
policationi. Ad esempio & stato dimostrato che la sovraespressione dell’enzima ODC a livello
cardiaco corrisponde ad un moderato grado di ipertrofia cardiaca, aumentata in seguito a

stimolazione con isoproterenolo®®,

Recenti risultati indicano inoltre una correlazione complessa a livello cardiaco tra il
metabolismo delle poliamine e quello dell’ossido nitrico (NO)'®, noto vasodilatatore
coronarico con molti ruoli importanti a livello cardiaco. In particolare, tra gli effetti del NO e
stata recentemente osservata una correlazione inversa tra i livelli intracellulare di tale
mediatore e I'insorgenza di ipertrofia cardiaca'®. Una stretta correlazione lega NO con il
metabolismo delle poliamine. Esso viene infatti sintetizzato ad opera dell’enzima ossido
nitrico-sintasi (NOS) che ha come substrato |'arginina, aminoacido precursore anche delle
poliamine, in quanto ad opera di una arginasi puo essere trasformata in ornitina.
L’attenzione di molti ricercatori & pertanto stata rivolta recentemente allo studio delle
correlazioni tra poliamine e NO anche in relazione alla morte ed alla proliferazione della

cellula cardiaca.

In un modello rappresentato dall’ischemia/riperfusione in cuore di ratto, & stato osservato
che I'ischemia causa un aumento degli enzimi ODC e SSAT ed un accumulo di putrescina a
livello cellulare, la riperfusione invece provoca una riduzione del contenuto intracellulare di
spermina, parallelo ad un aumento nel contenuto di NO, eventi correlati ad una diminuzione
della vitalita cardiomiocitaria'®. Infatti sembra esserci una correlazione negativa tra NO ed i
livelli di spermina, in quanto la somministrazione esogena di un donatore di NO, quale il
sodio-nitro-prussiato, inibisce I'attivita dell’ODC® mentre stimola la SSAT.

Altri studi condotti utilizzando cardiomiociti neonatali di pollo indicano invece che mediatori
dell'infiammazione come TNF e lipopolisaccaride (LPS) in associazione hanno un effetto
mitogenico mediato attraverso |'attivazione del fattore di trascrizione nucleare kB (NFkB),
dall'induzione della NOS e della ODCY*% conseguente aumento del contenuto
intracellulare di NO e di poliamine sembra essere correlato all’laumento di livelli di GMP

ciclico, requisito fondamentale per la stimolazione della sintesi di DNA™,
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Oltre alla correlazione tra poliamine e proliferazione, numerosi studi indicano anche un
ruolo di tali policationi nell’apoptosi delle cellule cardiache.

In uno studio molto recente & stato dimostrato che cardiomiociti neonatali sottoposti ad
ischemia/riperfusione muoiono per apoptosi in misura maggiore se trattati anche con
putrescina esogena, mentre al contrario il trattamento con spermidina o spermina sembra
avere un effetto protettivo™®.

Un lavoro recente ha dimostrato I'aumento dell’attivita dell’enzima SSAT nel cuore
ischemico sottoposto a legatura coronarica. Questo aumento e stato messo in correlazione
con la deplezione di ATP, attraverso la via di segnalazione delllAMPK, che inaspettatamente
sembra esercitare un effetto protettivo, non correlato con cambiamenti nel contenuto di
poliaminello.

Questi dati sull’apoptosi delle cellule cardiache in relazione con le poliamine appaiono di
difficile interpretazione ed a volte anche in disaccordo tra loro. Un quadro di questo genere
puo essere interpretato considerando sia la sostanziale complessita dei meccanismi
coinvolti, sia i differenti modelli sperimentali e protocolli impiegati in questi studi. In ogni

32



caso dai dati raccolti emerge I'importanza delle poliamine e degli enzimi che partecipano al
loro metabolismo nella regolazione della morte e della sopravvivenza dei cardiomiociti.

Oltre ad intervenire nei meccanismi di morte e proliferazione, le poliamine hanno
dimostrato una loro potenziale azione anche nell’ambito dei processi di differenziamento
cellulare. Questo risulta particolarmente interessante a livello cardiaco, dove il tessuto ha di
per sé scarse capacita di rinnovarsi. Infatti I'avvento delle terapie cellulari basate sull’utilizzo
di cellule staminali di varia origine per la riparazione di tessuti danneggiati rappresenta una
speranza per molte patologie degenerative, comprese quelle cardiache su base ischemica,
legate ad una perdita di tessuto funzionale. Tuttavia tra i principali ostacoli da affrontare per
mettere a punto questa strategia terapeutica ci sono l'alto tasso di morte delle cellule
staminali subito dopo il trapianto, e la difficolta nell’indirizzare il differenziamento verso il
tipo cellulare specifico. La deplezione di poliamine ottenuta con DFMO nelle cellule
staminali mesenchimali di ratto prelevate da midollo osseo non solo protegge queste cellule
da morte cellulare programmata indotta da TNF e dal composto MG13, (composto utilizzato

per bloccare le vie pro-sopravvivenza attivate dal TNF)™!

, ma anche aumenta 'espressione
di marker cardiaci in seguito a co-coltura con cardiomiociti sottoposti ad insulto
ischemico™?. Dunque il pretrattamento delle cellule staminali mesenchimali con DFMO nella
fase precedente I'eventuale loro utilizzo, potrebbe garantire una maggiore sopravvivenza
una volta iniettate nella sede del trapianto, e sembra renderle maggiormente predisposte al
differenziamento, rappresentando cosi un’interessante strategia per rendere piu efficiente la

rigenerazione del tessuto cardiaco danneggiato.
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Parte sperimentale
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1.0 Premesse e scopo della tesi

La patologia ischemica del miocardio rappresenta oggi la principale causa di morte nei paesi
industrializzati. 1l progressivo aumento dell’aspettativa di vita e il cambiamento delle
maggiori cause di morte e disabilita da patologie legate a deficit nutrizionali ed infezioni a
disturbi cronici degenerativi, hanno suscitato notevoli aspettative nei confronti della ricerca
finalizzata allo studio di queste patologie emergenti''>. Per questa ragione attualmente uno
degli obiettivi di maggior interesse per la ricerca in ambito cardiovascolare consiste nello
studio dei meccanismi molecolari che sottostanno al danno ischemico. La comprensione di
tali meccanismi potrebbe infatti offrire 'opportunita di nuove strategie terapeutiche che

consentano una riduzione del danno.

L'apoptosi dei cardiomiociti interviene in molte patologie cardiovascolari ed & stata
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riconosciuta come meccanismo cellulare che si attiva nel cuore in seguito ad ischemia
particolare i cardiomiociti in coltura vanno incontro ad apoptosi in risposta allo stimolo
ischemico rappresentato dall’ipossia, dalla deprivazione di siero e di fattori di crescita, o in
risposta al ripristino delle condizioni standard di coltura dopo I'ischemia. Studi in vivo hanno
inoltre evidenziato che, mentre una situazione prolungata di ridotta perfusione del tessuto
cardiaco risulti principalmente causa di necrosi dei cardiomiociti, un insulto pilt moderato
induce al contrario apoptosi, sia in risposta all’ischemia, che durante la riperfusione'®.
Nonostante la convincente evidenza che si verifichi apoptosi nelle patologie cardiovascolari a
base ischemica, i meccanismi molecolari e la trasduzione del segnale che sono coinvolte in

guesto processo non sono state ancora definite chiaramente.

Nell'ischemia cardiaca il danno & causato in parte direttamente dal fenomeno ischemico,
quindi dalla riduzione del flusso circolatorio verso il tessuto, ed in parte da stimoli che
contribuiscono alla progressione verso l'insufficienza cardiaca. Infatti I'organismo attiva una
serie di risposte neuro-ormonali che agiscono a livello cardiovascolare e che possono a loro
volta partecipare all'instaurarsi del danno. In particolare e stata riscontrata

116-117 .
. Alcuni

un’iperattivazione adrenergica e del sistema renina-angiotensina-aldosterone
studi hanno riportato che i principali mediatori di questi sistemi, pur essendo
fisiologicamente presenti nell’organismo, ad alte concentrazioni sono in grado di indurre

apoptosi delle cellule cardiache in modo diretto.

Una classe di molecole coinvolte in numerosi processi come la crescita, la proliferazione e la
morte cellulare e rappresentata dalle poliamine. Tali sostanze ubiquitariamente presenti
regolano in maniera complessa le funzioni cellulari e possono avere ruoli diversi

promuovendo o ostacolando i vari processi. L’elucidazione del ruolo delle poliamine in eventi
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biochimici attivati durante il processo apoptotico potrebbe contribuire a realizzare interventi
e strategie di tipo farmacologico e/o molecolare, capaci di interferire con I'evoluzione del

processo di morte.

Nella prima fase di questo studio la ricerca e stata orientata verso I'indagine dei meccanismi
che, in seguito all’evento ischemico, conducono a morte cellulare programmata. In una
seconda fase lo studio & stato rivolto alla comprensione delle vie di trasduzione del segnale e
dei meccanismi molecolari attraverso i quali mediatori neuro-ormonali, in particolare la
norepinefrina e I'aldosterone, possono danneggiare il tessuto cardiaco. In entrambi i casi €
stata ricercata una correlazione con il metabolismo delle poliamine. Infatti alla luce del
comportamento bivalente di questi regolatori delle funzioni cellulari, pud risultare
interessante indagare il loro ruolo in ambito cardiaco, per definire la possibilita di nuovi

target terapeutici nell’ambito delle cardiomiopatie ischemiche.
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2.0 Materiali e metodi

2.1 Colture cellulari

Sono stati utilizzati diversi modelli sperimentali: cellule H9¢c2, ovvero una linea di cellule
muscolari di ventricolo destro di embrione di ratto, e colture primarie di cardiomiociti

neonatali di ratto.

Le cellule H9c2 sono state mantenute in coltura in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Cambrex) contenente 10% di siero fetale bovino (FBS) 2mM di L-glutammina
(Cambrex), 100 U/ml di penicillina e 100 mg/ml di streptomicina (Cambrex) in incubatore
sterile (NAPCO 6100) a 37°C in atmosfera al 5 % di CO,. Le cellule sono state subcoltivate in
piastre di Petri del diametro di 10 cm (Falcon), a seguito di dissociazione mediante soluzione
contenente 0,5 % di tripsina e 0,2 % EDTA (Sigma) ed espanse fino a raggiungere una

confluenza media del 70 %.

| cardiomiociti neonatali sono stati isolati da ventricoli di ratti Wistar nati da 1-3 giorni,
mediante digestione enzimatica con Tripsina-EDTA 0,25 % e Collagenasi di tipo 1A 0,05 %.
Per evitare contaminazione della coltura da parte di non-cardiomiociti (fibroblasti e cellule
endoteliali) sono state combinate diverse strategie: in seguito all’estrazione delle cellule dal
tessuto sono stati effettuati due pre-plating (il primo di 30 ed il secondo di 60 minuti),
durante i quali la maggior parte dei non-cardiomiociti sono rimasti adesi alla superficie delle
piastre; la popolazione cellulare arricchita per tanto in cardiomiociti veniva seminata in
multiwell da 6, sulle quali era stata precedentemente stratificata gelatina allo 0,5 %, a
concentrazione di circa 1.000.000 di cellule per mL (questa concentrazione molto alta era
necessaria per evitare che nella coltura non confluente prendessoro il sopravvento tipi
cellulari a piu alta velocita di proliferazione); infine al terreno di coltura veniva aggiunta per
le prime 48 h 10 uM citosina-B-D-arabinoside (AraC). Le cellule cosi ottenute erano
mantenute in coltura al massimo per una settimana. Il terreno (DMEM contenente il 10 % di
FBS, 2mM di L-glutammina, 100 U/ml di penicillina e 100 mg/ml di streptomicina) veniva
sostituito da terreno fresco ogni 48 h e circa 24 h prima dell’inizio dell’esperimento le cellule

erano sincronizzate mediante deprivazione di siero.

Per verificare la relativa purezza della coltura di cardiomiociti sono stati effettuati staining
delle cellule con un anticorpo anti-a-actinina. Le cellule sono state fissate sulla piastra con
paraformaldeide 4%, permeabilizzate con TritonX-100 0,1%, saturate con PBS / BSA 4%
(albumina), poi esposte ad un anticorpo monoclonale anti-a-actinina (Sigma) diluito 1:200 in

PBS / BSA 2%. L’anticorpo secondario anti-mouse (Sigma) coniugato con Texas Red é stato
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diluito 1:500 in PBA / BSA 2%. Utilizzando un microscopio a fluorescenza rovesciato (Olimpus

IX-50) il colorante Texas Red assorbe a 596 nm ed emette a 620 nm.

Nuclei evidenziati con DAPI Cardiomiociti evidenziati con anticorpo anti-a-actinina

Figura 1 Staining dell’ a-actinina (ingrandimento 20x)

2.2 Ischemia simulata

L'ischemia simulata & stata ottenuta incubando cellule
H9c2 subconfluenti in terreno DMEM senza siero e in
assenza di ossigeno per i tempi indicati nella sezione
risultati. L’anossia & stata ottenuta, utilizzando una
“workstation-incubatore” (BUGBOX - Jouan) ermetica
saturata con una miscela gassosa priva di ossigeno,
composta da N,/CO, (95/5%), umidificata e riscaldata a

37°C. Il gruppo di controllo e stato mantenuto nelle

condizioni di coltura standard per tutta la durata

Figura 2 BUG-BOX

dell’esperimento.

2.3 Determinazione delle proteine
Le proteine sono state determinate, nel sovranatante estratto dalle cellule, secondo il

metodo di Bradford™*®,

2.4 Determinazione dell’attivita caspasica

L’attivita delle caspasi € stata misurata valutando la digestione del peptide ﬂuorogenico119
Ac-DEVD-AMC (cioé Acetil-AcidoAspartico-Acido Glutamico-Valina-AcidoAspartico-7-amino-
4-metilcumarina) substrato della caspasi-3. La rottura proteolitica a livello del residuo di

acido aspartico terminale provoca la liberazione dell’amminometilcumarina, che pud essere

38



determinata fluorimetricamente con lunghezze d’onda di emissione e di eccitazione

rispettivamente di 455 nm e 370 nm.

L’attivita’ delle caspasi e’ stata dosata fluorimetricamente utilizzando un peptide
fluorogenico con la sequenza che rappresenta il substrato ottimale per la caspasi di cui
si misura I'attivita. A scopo dimostrativo é stato riportato il dosaggio della caspasi-3 il
cui substrato e I'oligopeptide DEVD.
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Ac — Asp — Glu - Val — Asp --AMMINOMETILCUMARINA

l CASPASI

Ac—Asp—-Glu-Val-Asp + AMMINOMETILCUMARINA

(ALTAMENTE FLUORESCENTE)

La sequenza DEVD viene riconosciuta dalla caspasi 3, la caspasi pill conosciuta e studiata, di
cui rappresenta il substrato ottimale, perd questo peptide viene attaccato anche da altri
membri della famiglia della caspasi come la caspasi 6 e la caspasi 7. Per misurare I'attivita
caspasica nelle colture cellulari, quindi, alla fine delle incubazioni le cellule venivano staccate
nel loro medium, raccolte e centrifugate per 5 minuti a 1000 rpm, il pellet veniva poi
risospeso in 50 ul di tampone di lisi CHET composto da Hepes 20 mM a pH 7, ditiotreitolo 5
mM, EDTA 2 mM, CHAPS 0.1%, TritonX100 allo 0.1% e contenente anche i seguenti inibitori
di proteasi: fenilmetilsolfonilfluoruro 1 mM ed 1 pg/ml di aprotinina, pepstatina e
leupeptina. | lisati cellulari erano poi congelati a —20 °C e scongelati tre volte, ed infine
centrifugati 10 minuti a 14.000 g ed il sovranatante veniva conservato a -20°C fino al
momento dell’analisi. Per misurare I'attivita enzimatica, un volume di 10 ul di estratto
(contenente approssimativamente 10 ug di proteina) era mescolato con 20 ul di una miscela
di saggio contenente Hepes 100 mM a pH 7, CHAPS 0.1%, saccarosio al 10% e con 0.15 mM
di substrato fluorogenico. | campioni, preparati in provette di plastica dal volume totale di 4
ml, erano quindi incubati a 37°C per 15 minuti. Nei bianchi, al posto del campione, erano

messi 10 ul di tampone di lisi.

Alla fine dell’incubazione la reazione veniva bloccata mettendo le provette in un bagno di

acqua e ghiaccio aggiungendo a ciascun campione 0,1 ml di una soluzione al 2% di sodio
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acetato in acido acetico 0.2 M. | campioni erano quindi diluiti con 2,5 ml di acqua e la
specifica rottura del substrato Ac-DEVD-AMC veniva misurata per mezzo di uno
spettrofluorimetro. Per trasformare la fluorescenza misurata in moli di substrato tagliato, e
stata fatta una curva di calibrazione misurando la fluorescenza di concentrazioni crescenti di
amminometilcumarina e di amminotrifluorocumarina. Questo ha permesso di ottenere il
fattore di conversione nel nostro sistema di dosaggio, che era pari a 0.4 unita di fluorescenza
per picomole di substrato trasformato (misurazioni effettuate in condizioni standard con slit

di emissione e di eccitazione di 5 nm e valore di fixed scale-attenuazione-di 1.0).

L’attivita delle caspasi & stata espressa come U/mg proteine, dove una unita era definita
come la quantita di enzima che spezzava 1.0 nanomole di substrato per minuto nelle
condizioni descritte. L’attivita della caspasi 3 e stata indicata come attivita DEVDasica
includendo I'attivita di tutte le caspasi che digerivano il substrato Ac-DEVD-AMC (soprattutto
caspasi 3,6 e 7).

2.5 Frammentazione del DNA

Per valutare la frammentazione del DNA, sono state utilizzate 2 tecniche diverse: il laddering
ed il TUNEL.

Per il laddering le cellule, al termine del periodo d’incubazione, erano raccolte, lavate con
PBS freddo, lisate in 10 mM Tris-HCl a pH 8,2, 10 mM EDTA, SDS 1 % e incubate per tutta la
notte con 0,1 mg/ml di proteinchinasi k. Il DNA era estratto con fenolo/cloroformio e
precipitato con etanolo in presenza di 0,5 M NaCl a 20°C. Dopo la quantificazione del DNA, 2
pg di ciascun campione erano sottoposti ad elettroforesi su gel di agarosio all’1% impregnato

con bromuro di etidio e visualizzati con raggi UV.

Per quanto riguarda il TUNEL (terminal deoxytransferase-mediated dUTP-biotin nick end
labeling) le cellule, seminate su vetrino, al termine del periodo di incubazione erano lavate
con PBS, fissate con paraformaldeide e permeabilizzate con TritonX100. | filamenti di DNA
tagliati, presenti nei nuclei apoptotici, possono essere identificati marcando i terminali 3’-OH
liberi del DNA con un nucleotide modificato, ad opera di una deossinucletidil-transferasi-
terminale (TdT). Il nucleotide modificato , coniugato con Fluoresceina-isotiocianato (FITC,
Santa Cruz), rende quindi identificabili perché fluorescenti i nuclei apoptotici utilizzando un
microscopio a fluorescenza rovesciato con luce d’emissione a A compresa tra 494-518 nm.
Per effettuare questo saggio & stato utilizzato un kit (kit Apoptosis Detenction System
fluorescence, Promega, WI, USA), in accordo con le istruzioni della casa produttrice. | nuclei

delle cellule apoptotiche e non, erano marcati con DAPI (0,1 pug/ml). La percentuale delle
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cellule in apoptosi era calcolata attraverso il rapporto tra il numero delle cellule TUNEL-

positive e il numero totale delle cellule colorate con DAPI, contate in tre campi scelti a caso.

2.6 Dosaggio dell’attivita ornitina-decarbossilasica

Per il dosaggio dell’attivita dell’ODC le cellule erano lavate due volte con PBS; staccate in
tampone di omogenizzazione sodio fosfato 10 mM, DTT 2,5 mM, raccolte in pool, gelate e

scongelate tre volte e centrifugate a 15000 per 10 minuti.

L’attivita ODC presente nel sopranatante era misurata attraverso la liberazione della **CO,
sviluppata dalla L-[1-'*C]-ornitina. La miscela di reazione conteneva 50 pl di sopranatante
(100-120 pl di proteina), 0,05 uCi di L-[1-**C]-ornitina (58 mCi/mmole) e 6 nmoli di ornitina
non marcata, in un volume finale di 60 pl. La reazione era condotta per 1 ora a 37°C e

bloccata con I'aggiunta di 200 ul di acido tricloroacetico al 40%:
ORNITINA = PUTRESCINA + HCO3
HC03_+ H+ = Hzo + COZ

La CO, che si sviluppava era raccolta su opportuni filtri di carta impregnati di 20 pl di
protosol. Dopo 30 minuti a 37°C, i dischetti di carta erano trasferiti in fiale contenenti 5 ml di
liguido scintillante e la radioattivita misurata con un apparecchio di scintillazione (Camberra,
Packard, MINAXI tricarb 4000).

L’attivita ODC era espressa come pmoli di **CO, liberata/mg proteina/minuto.

2.7 Dosaggio delle poliamine

a
Per il dosaggio delle poliamine le cellule, dopo incubazione, erano lavate Ot\sfo

due volte con soluzione fisiologica (NaCl 0,85%), staccate con HCIO4 0,6 M,
raccolte in pool, gelate e scongelate tre volte e centrifugate a 29000 g per OO
10 minuti. Le poliamine erano quantificate con HPLC dopo derivatizzazione

N
. .12 . \ .
con cloruro di dansile™ (la cui formula & mostrata qui accanto). BCT Ty

Il pellet era usato per determinare le proteine. Il contenuto di poliamine & stato espresso

come nmol/mg proteina.

2.8 Dosaggio immunocitochimico del citocromo ¢

Per il dosaggio immunocitochimico del citocromo ¢, le cellule erano seminate su vetrino in
piastre multiwell da sei pozzetti alla concentrazione di 60000 cellule/pozzetto. Al termine dei
periodi di incubazione, le cellule erano lavate per due volte con PBS, fissate con
paraformaldeide al 3% in PBS a 37°C per 15 minuti. Erano lavate nuovamente per tre volte in

PBS / glicina, poi permeabilizzate in etanolo assoluto a —20°C per 20 minuti. Dopo aver
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saturato con PBS / BSA 1% / Tween 20 0,1% a temperatura ambiente per 30 minuti, erano
incubate con anticorpo primario monoclonale anti-citocromo ¢ (BD Biosciences) 1:100 per 45
minuti a temperatura ambiente, quindi lavate e incubate con anticorpo secondario anti-
mouse 1:500 coniugato con FITC. Dopo 30 minuti di incubazione veniva verificato il rilascio
del citocromo c utilizzando un microscopio a fluorescenza rovesciato con luce d’emissione a

A compresa tra 494-518 nm.

2.9 Western blotting

Le cellule venivano staccate nel loro medium, raccolte e centrifugate per 5 minuti a 1000
rpm, il pellet veniva poi risospeso in 50-100 ul di tampone di lisi CHET composto da Hepes
20 mM a pH 7, ditiotreitolo 5 mM, EDTA 2 mM, CHAPS 0.1%, TritonX100 allo 0.1% e
contenente anche i seguenti inibitori di proteasi: fenilmetilsolfonilfluoruro 1 mM ed 1 pg/ml
di aprotinina, pepstatina e leupeptina. Per effettuare analisi di proteine fosforilate, al
tampone di lisi erano aggiunti anche inibitori delle fosfatasi. | lisati cellulari erano poi
congelati e scongelati 3 volte per facilitare la rottura delle cellule, infine centrifugati per 10
minuti a 14.000 g. Sul sovranatante venivano dosate le proteine ed i campioni venivano
diluiti in loading buffer (2 % SDS / 5 % glicerolo / 0,002 % blu di bromo fenolo / 4 % B-
mercaptoetanolo in 0,25 M Tris-HCI, pH 6,8) e bolliti per 3 minuti per denaturare le proteine.
Aliquote corrispondenti a 10-80 pg di proteine (a seconda della proteina da identificare)
erano analizzate attraverso SDS-PAGE (elettroforesi su gel di poliacrilamide con SDS). | gel
utilizzati erano solitamente al 10% di acrilamide. Le proteine separate su gel erano poi
trasferite su membrana di nitrocellulosa, saturata per un’ora con latte al 5%. Gli anticorpi
primari sono stati utilizzati secondo le specifiche del produttore effettuando diluizioni
variabili tra 1:500 e 1:2000, ad eccezione dell’anticorpo anti-B-actina, che e stato diluito
1:50.000. Gli anticorpi secondari sono stati utilizzati secondo le specifiche del produttore
effettuando diluizioni 1:2000 per gli anti-rabbit (SantaCruz) e 1:2500 per gli anti-mouse
(SantaCruz).

Per garantire che le variazioni nelle proteine rilevate con questa tecnica non siano frutto di
errori di carico dei campioni nel gel, & stata utilizzata come proteina housekeeping la B-
actina, che risulta essere piuttosto costante nelle cellule cardiache anche in seguito a

trattamenti vari.

2.10 Analisi statistica

| valori riportati rappresentano la media £ S.D. di 3 determinazioni, condotte in duplicato, ottenute
da 3 colture indipendenti. Il confronto fra i gruppi e stato effettuato usando il test “t” di student e

con two-way ANOVA. Le differenze sono considerate significative per p< 0.05.
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3.0 Risultati

3.1 Ruolo delle poliamine nell’apoptosi indotta da ischemia simulata nelle
cellule H9c2

Durante l'ischemia molteplici fattori contribuiscono all’attivazione del processo di morte
cellulare. Alcuni di questi sono la deprivazione di nutrienti, di fattori di crescita e di
sopravvivenza e di ossigeno. Sperimentalmente & possibile mimare una condizione di

ischemia in colture cellulari, privando il terreno di coltura di fattori nutritivi, energetici e di

121

ossigeno. In uno studio precedentemente effettuato™" e stato esaminato il processo di

apoptosi nelle H9c2 sottoposte a questa combinazione di stimoli che simulano la situazione

di stress del tessuto ischemico.

Figura 3 La deprivazione di siero e di
—o—ctrl ossigeno stimola I'attivita delle caspasi in

—tIpossia cellule H9c2.
100 —¥— - FBS

—*— - FBS/ ipossia Le cellule H9c2 sono state incubate, per i

tempi indicati, in DMEM contenente il 10%
di FBS (Ctrl) o in DMEM senza FBS (-FBS), in
50} normossia o in ipossia. Al termine
dell'incubazione & stata misurata ['attivita

(U/mg proteine)

caspasica. | dati riportati sono una media +

/ e S.E.M. di tre determinazioni.

Iz e ———
O*I"tﬁél | | |

0 8 16 24 32 40 48
tempo (h)

attivita DEVDasica

In queste condizioni, definite di ischemia simulata, si attiva il processo di morte apoptotica
nella linea di cardiomioblasti di ventricolo di ratto H9c2. Come indice di apoptosi & stato
scelto il dosaggio dell’attivita delle caspasi, considerate a tutt’oggi un marker precoce e un

punto centrale del processo di morte apoptotica.

Le cellule sono state incubate per 8, 24 e 48 ore in condizioni di coltura standard (DMEM con

10% di FBS) e in DMEM deprivato di siero, sia in presenza che in assenza di ossigeno.

La figura 3 mostra che 'assenza di siero causa, in queste cellule, I'attivazione delle caspasi,
effetto che e progressivo nel tempo e che & gia evidente dopo 8 ore di trattamento. La
contemporanea assenza di ossigeno, cioe la condizione di ischemia simulata, aumenta
significativamente I’'attivazione delle caspasi, gia evidente nella deprivazione di siero. E’
interessante notare che la sola ipossia non sembra indurre un significativo aumento
dell’attivita caspasica nelle cellule di controllo. Sembra quindi che I'assenza di siero e la

mancanza di ossigeno abbiano effetto sinergico sull’attivazione delle caspasi.
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3.1.1 1l DFMO protegge dall’apoptosi indotta da ischemia simulata le cellule H9c2

Allo scopo di verificare un coinvolgimento delle poliamine, mediatori endogeni coinvolti in

numerosi eventi che possono influenzare la proliferazione, la sopravvivenza e la morte

cellulare, nell’attivazione delle caspasi a seguito del trattamento ischemico, abbiamo

trattato per 48 ore le colture cellulari con a-difluorometilornitina (DFMQO) 100 uM, un

inibitore dell’ornitina decarbossilasi (ODC), primo enzima della via di biosintesi delle

poliamine. Questa condizione causa una completa deplezione del contenuto intracellulare di

putrescina e riduce il contenuto di spermidina e di spermina (tabella 1).

CONTROLLO

Putrescina 2.1+0.5
Spermidina 2.910.3
Spermina 3.5+0.9

DFMO
0.2+0.1

1.6 0.5
2.80.8

Tabella 1 contenuto di poliamine in H9c2, trattate con DFMO 100 uM per 24 ore

La Fig. 4 mostra che le cellule sopravvissute dopo pre-trattamento con DFMO, ed

esposizione all'ischemia simulata, erano significativamente piu numerose di quelle

mantenute in assenza di DFMO.

100 *
= 75 I
ZE I +prvo
© 1
D5
52
3L
° B DFMO
0 T T
0 24 48

termpo (h)

Figura 4 Cellule esposte ad ischemia simulata in
presenza e in assenza di DFMO.

Le cellule, mantenute per 24 ore in presenza o in
assenza di DFMO 100 pM, sono state sottoposte
per i tempi indicati a condizioni di ischemia
simulata, rappresentata da assenza di siero e di
ossigeno. La sopravvivenza delle cellule trattate
con ischemia simulata in presenza o assenza di
DFMO, era misurata con il metodo del trypan blu.
*P<0,05 vs cellule controllo.

L'effetto protettivo del DFMO e anche evidenziato nella Fig. 5, la quale mostra che

I'aumento di cellule morte a seguito dell’ischemia simulata (SI) & fortemente ridotto in

presenza di DFMO (SI+DFMO).
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Figura 5 Immagine rappresentativa di cellule H9c2
in condizioni di ischemia simulata.

Le cellule, mantenute per 24 ore in presenza o in
assenza di DFMO 100 puM, sono state sottoposte
per i tempi indicati a condizioni di ischemia
simulata (SI), rappresentata da assenza di siero e
di ossigeno. *P<0,05 vs cellule controllo.
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Allo scopo di valutare possibili meccanismi attraverso i quali la deplezione di poliamine
esplica I'osservato effetto protettivo nella morte cellulare, sono stati esaminati alcuni eventi
molecolari caratteristici del processo dell’apoptosi quali I'attivazione delle caspasi e la

frammentazione del DNA.

Figura 6 Effetto delle deplezione di
poliamine sull’attivita delle caspasi

in cellule H9c2 esposte ad ischemia ctrl

simulata < 250 [IDFMO
2T ool ] [ IDFMO+PUT

Le cellule H9c2, fatte crescere per CDG D

24 h in presenza o in assenza di a § 1500

DFMO 100 uM sono state incubate Qo

per 24 h in condizioni di controllo o < CES’ 100k *

di ischemia simulata. Colture > 5

parallele erano trattate con DFMO % ~ 50}

100 uM e putrescina (PUT) 100

UM. *¥P<0,05 vs cellule controllo. 0 [ ’;’

condizioni standard ischemia

Il pretrattamento con DFMO determina, dopo 24 ore di trattamento ischemico, una
significativa riduzione dell’attivazione delle caspasi (figura 6). La figura 6 mostra inoltre che
I'aggiunta di Putrescina 100 uM al terreno di coltura contenente DFMO, condizione che
porta ad un recupero dei livelli intracellulari di poliamine, ripristina quasi completamente la
capacita delle cellule di attivare le caspasi a seguito del trattamento ischemico. Questi
risultati indicano pertanto un coinvolgimento delle poliamine nell’attivazione delle caspasi in

cardiomioblasti H9c2 sottoposti ad ischemia simulata. Il trattamento con DFMO ¢ in grado di
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ridurre non solo I'attivita caspasica, ma anche la frammentazione del DNA, altro evento che

si verifica nell’attivazione del programma apoptotico.

Figura 7 Effetto della deplezione di poliamine
sulla frammentazione del DNA in cellule H9c2
sottoposte ad ischemia simulata.

Le cellule H9c2, fatte crescere per 24 ore in
presenza o in assenza di DFMO 100 uM, sono
state incubate per 24 ore in condizioni di
controllo o di ischemia simulata.

Infatti (figura 7) I'elettroforesi su gel d’agarosio del DNA estratto da cellule H9c2 sottoposte

per 24 ore ad ischemia simulata, mostra le tipiche bande di frammentazione del DNA che

non sono piu rilevabili dopo trattamento delle cellule con DFMO.

Apoptotic cells (%)
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la tecnica del

ischemia simulata

Figura 8 Effetto della deplezione delle
poliamine sulla frammentazione del DNA
in H9c2 esposte ad ischemia simulata

Le cellule H9c2, fatte crescere per 24 h in
presenza o in assenza di DFMO 100 uM
sono state incubate per 48 h in
condizioni di controllo o di ischemia
simulata. Colture parallele erano trattate
con DFMO 100 puM e putrescina (PUT)
100 uM. *P<0,05 vs cellule controllo.

TUNEL (Figura 8) abbiamo ottenuto anche un’indicazione

quantitativa dell’effetto protettivo ottenuto con il DFMO. Si pud osservare che il trattamento

con DFMO riduce di circa il 60%

trattamento ischemico.

il numero di cellule morte per apoptosi in seguito al
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3.1.2 l’'ischemia simulata altera il contenuto intracellulare di poliamine

Il trattamento delle colture cellulari H9¢c2 con ischemia simulata determina una rapida
induzione dell’ODC. La figura 9 mostra infatti che dopo 3 ore di trattamento con ischemia
simulata si osserva un aumento dell’attivita ODC pari a circa il 300% del controllo. Tale
attivita declina poi nel tempo, raggiungendo i valori controllo dopo 24 ore. La rapida
induzione dell’ODC & completamente prevenuta quando le cellule erano trattate con DFMO

ed e parallela ad un aumento del contenuto

intracellulare di poliamine (figura 10).

12 l
controllo
0o —=—ischemia , " e , T, ,
Qs st Figura 9 Effetto dell’ischemia simulata sull’attivita ODC in cellule
O & DFMO Hac2.
T E
; g ak Le cellule, mantenute per 24 ore in presenza o in assenza di DFMO
© £ 100 uM, sono state sottoposte per i tempi indicati a condizioni di
ischemia simulata, rappresentata da assenza di siero e di ossigeno.
o——1—1 .
02468 24
tempo (h)

In particolare, in coincidenza con il picco di attivita dell’lODC, si osserva un accumulo di
putrescina, pari a circa due volte i valori di controllo. Il contenuto di putrescina declina nel

tempo raggiungendo i valori basali dopo 24 ore di trattamento.
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Al contrario la concentrazione intracellulare di spermidina e di spermina aumenta
progressivamente nel tempo mantenendosi su valori pari al 200% del controllo dopo 24 ore

di trattamento.

La figura 10 mostra inoltre che la presenza di DFMO nel terreno di coltura causa, rispetto al
controllo, una forte riduzione di putrescina e di spermidina, mentre riduce solo parzialmente
i livelli di spermina. Questi risultati suggeriscono pertanto che I'osservata attivazione delle
caspasi dipenda soprattutto dagli alti livelli di spermina e di spermidina, mentre il precoce
aumento di putrescina potrebbe essere responsabile solamente della successiva biosintesi

di spermidina e spermina.

3.1.3 Le poliamine influenzano la via intrinseca di attivazione dell’apoptosi nelle cellule

H9c2 sottoposte ad ischemia simulata

Per individuare a quale livello la deprivazione di poliamine esercita |'effetto protettivo
evidenziato nei precedenti esperimenti, sono stati indagati alcuni eventi che caratterizzano
la via mitocondriale di attivazione dell’apoptosi: la down-regulation di Bcl-xl, il rilascio del

citocromo c dai mitocondri e I'attivazione della procaspasi-9.

Figura 11 Effetto della deplezione
delle poliamine sulla espressione

e cwnn Tmme ovoaRs cemss | 0000 B0

Bel-x| f = = Le cellule H9c2, fatte crescere per 24
h in presenza o in assenza di DFMO
100 uM sono state incubate per 24 h

Sl - - + + + . . )
in condizioni di controllo o di
ischemia simulata (SI). Colture

DFMO - + - + + parallele erano trattate con DFMO
100 uM e putrescina (PUT) 100 pM.

PUT _ _ _ _ + La B-actina era usata come controllo
interno.

| risultati mostrano che l'ischemia simulata determina una riduzione dell’espressione della
proteina a significato anti-apoptotico Bcl-x| (figura 11). Tale effetto € prevenuto in presenza
di DFMO. La figura 11 indica inoltre che la contemporanea presenza di putrescina nel

terreno di coltura abolisce I'effetto protettivo del DFMO.

Il rilascio del citocromo ¢ da parte del mitocondrio € una conseguenza della risposta della
cellula a stimoli apoptotici. E’ stato valutato, grazie all’utilizzo di un anticorpo specifico, la

localizzazione del citocromo ¢ in H9c2 sottoposte per 24 ore ad ischemia simulata.
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La figura 12 mostra chiaramente che, rispetto a colture controllo (Ctrl) dove il citocromo c &
uniformemente distribuito attorno al nucleo sotto forma di “bastoncelli” fluorescenti, che
rappresentano i mitocondri, le colture trattate per 24 ore con ischemia (SI) mostrano una
maggiore diffusione del citocromo ¢ nel citoplasma, con formazione di aggregati puntiformi,
che indicano l'avvenuto rilascio del citocromo c¢ dal mitocondrio. Questo effetto e
completamente prevenuto quando le colture cellulari erano trattate con DFMO (SI+DFMO).
La figura 12 mostra inoltre che la somministrazione di putrescina esogena (100 uM) a colture
trattate con DFMO ripristina il rilascio del citocromo ¢ dal mitocondrio, come era stato

osservato nelle colture sottoposte al trattamento ischemico (SI+DFMO+Put).

SI+DFMO . .. SI+DFMO+Put

Figura 12 Rilascio del citocromo c dai mitocondri in cellule H9c2.

Ctrl: Controllo.

Sl: Ischemia 24 ore.

Sl + DFMO: Ischemia 24 ore + DFMO 100 pM.

Sl + DFMO + PUT: Ischemia 24 ore + DFMO 100 uM + Putrescina 100 uM.

Una volta rilasciato, prendendo parte alla formazione dell’apoptosoma, il citocromo ¢ puo
scatenare l'attivazione di una caspasi iniziatrice, come la caspasi 9, che poi dara il via alla

cascata di eventi che rappresentano la fase di esecuzione del programma di morte cellulare.

Per tanto & stata valutata mediante western blotting la quantita di procaspasi 9 inattiva
presente nelle cellule sottoposte ai vari trattamenti. Da cio € emerso che I'ischemia simulata
provoca una riduzione della banda immunoreattiva relativa al proenzima (Figura 13), evento

che corrisponde ad un’attivazione della cascata caspasica. Il pretrattamento delle cellule con
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DFMO contrasta questo evento. Anche in questo caso il trattamento combinato con DFMO

e putrescina permette |’attivazione della procaspasi-9.

Figura 13 Effetto della deplezione di poliamine

E sull’attivazione della caspasi 9
0 o , :
E = Le cellule H9c2, fatte crescere per 24 h in presenza o in
E g EJ E assenza di DFMO 100 uM sono state incubate per 24 h in
§ & 5 @ % condizioni di controllo o di ischemia simulata (SI). Colture
parallele erano trattate con DFMO 100 pM e putrescina
| . a (PUT) 100 uM. L'anticorpo utilizzato riconosce la

procaspasi 9, ovvero la forma inattiva dell’enzima.

Nel loro insieme questi risultati sono stati oggetto di una pubblicazione sul Journal of
Molecular and Cellular Cardiology (“Involvement of polyamines in apoptosis of cardiac
myoblasts in a model of simulated ischemia.” J. Mol. Cell. Cardiol.2006,40:775-782).
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3.2 Meccanismi di danno cellulare indotto da stimoli neuro-ormonali in
cardiomiociti neonatali di ratto. Ruolo delle poliamine

Diverse linee di ricerca hanno dimostrato che i meccanismi neuro-ormonali giocano un ruolo
fondamentale nella progressione dell’insufficienza cardiaca. Gli stimoli di cui abbiamo

indagato gli effetti sulle cellule cardiache sono la norepinefrina e I'aldosterone.

3.2.1 La norepinefrina e I'aldosterone alterano il metabolismo delle poliamine

E’ stato innanzi tutto valutato I'effetto della norepinefrina (NE) e dell’aldosterone (ALD)

sull’attivita dell’ODC, enzima chiave del metabolismo delle poliamine.

0.75+
Figura 14 Effetto della norepinefrina
e dell’aldosterone sull’attivita ODC
< —a—ctrl in cardiomiociti neonatali di ratto.
83 %% DFMO iy _
2 g —v—NE Le cellule, mantenute pfzr 72 ore in
E 2 ——ALD presenza o in assenza di DFMO 109
% g 0,25 NE+DFMO uM so.no state trattate per i tempi
= ALD+DEMO indicati con NE 50 uM o ALD 10 uM.
OOC L) L) L) L)
0 15 3 6
tempo (h)

| risultati ottenuti indicano che entrambi gli effettori aumentano dopo 3 ore l'attivita
ornitina-decarbossilasica. Tale aumento & di circa il 300% nel caso della NE 50 uM e del 180%

nel caso del trattamento con ALD 10 puM.

Il pretrattamento con DFMO in entrambi i casi previene completamente I'attivazione

dell’enzima.

3.2.2 La norepinefrina e I'aldosterone inducono un aumento dell’attivita caspasica. Effetto
del DFMO

E’ stato successivamente studiato I'effetto di tali mediatori neuro-ormonali su parametri
indicatori della morte per apoptosi quale I'attivazione delle caspasi. | risultati ottenuti
indicano che la NE 50 uM determina dopo 48 ore un aumento di circa 8 volte dell’attivita
caspasica (figura 15). | dati ottenuti mostrano inoltre che il pretrattamento delle colture
cellulari con DFMO riduce tale attivazione delle caspasi, suggerendo un effetto protettivo
conferito dalla deplezione del contenuto intracellulare di poliamine nei confronti di questo

stimolo di morte.
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Figura 15 Effetto delle deplezione di
poliamine sull’attivita delle caspasi in
cardiomiociti neonatali di ratto trattati
con norepinefrina.

Le cellule, fatte crescere per 72 h in
presenza o in assenza di DFMO 100 pM,
48 h con o

senza norepinefrina (NE) 50 uM.

sono state incubate per

A conferma che I'effetto legato al pretrattamento con DFMO sull’osservata attivazione delle

caspasi sia da imputare alla deplezione di poliamine e non ad altrie eventuali azioni del

farmaco, la figura 16 mostra che la somministrazione di putrescina esogena contemporanea

al trattamento con DFMO, ¢ in grado non solo di ripristinare, ma anche di incrementare

ulteriormente I'attivazione delle caspasi ad opera della NE.

Figura 16 Effetto del
contemporaneo con DFMO e putrescina (PUT)

pretrattamento

sull’attivita caspasica indotta da norepinefrina.

Le cellule, fatte crescere per 72 h in presenza
o in assenza di DFMO 100 pM sono state
incubate per 48 h con o senza norepinefrina
(NE) 50 puM. Colture parallele erano trattate
con DFMO 100 puM e putrescina (PUT) 100
uM.
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Seppure di entita molto minore, anche l'aldosterone causa un aumento dell’attivita

caspasica nei cardiomiociti neonatali di ratto, particolarmente evidente dopo 24 ore di
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trattamento (figura 17). Anche in questo caso il pretrattamento con DFMO esercita

un’azione protettiva, riducendo I'effetto dell’aldosterone sulle caspasi.

3001
© T Figura 17 Effetto delle deplezione di poliamine
§ sull’attivita delle caspasi in cardiomiociti neonatali di
= 2004 .
S s ratto trattati con aldosterone.
8 > T —
IS Le cellule, fatte crescere per 72 h in presenza o in
S € 1004
= assenza di DFMO 100 uM, sono state incubate per 24 h
5]
con o senza Aldosterone 10 uM.
C L) L) L) L)
N O Q Q
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©
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Q

3.2.3 Effetto della norepinefrina, dell’aldosterone e del DFMO sull’espressione della

survivina

Allo scopo di indagare possibili vie attraverso le quali la deplezione di poliamine esercita
I'osservato effetto protettivo sui processi di morte cellulare, € stata studiata |'espressione
della survivina, una proteina a significato antiapoptotico. Una diminuzione della sua

espressione ¢ infatti correlata alla morte cellulare programmata.

g
o""\ﬁv‘?é“p-

Figura 18 Down-regulation della survivina in seguito a

——— s e,

trattamento con norepinefrina ed aldosterone. Effetto del
pretrattamento con DFMO.

f Le cellule, mantenute per 72 ore in presenza o in assenza di
c‘é‘ dsp _g, DFMO 100 pM, sono state trattate per 24 ore con NE 50 uM

0 ALD 10 pM. La B-actina era usata come controllo interno.

SUrvivin

La figura 18 mostra che sia I'aldosterone che la norepinefrina sono in grado di ridurre
I’espressione della survivina nei cardiomiociti, e che in presenza di DFMO tale effetto &

molto meno evidente.
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3.2.4 1l DFMO altera la trasduzione del segnale indotta dalla norepinefrina

Diverse sono le vie di trasduzione del segnale coinvolte nel controllo sia dell’apoptosi che
della crescita della cellula cardiaca. In generale una condizione di stress metabolico, quale
potrebbe essere quella modulata da NE, comporta |'attivazione della via della chinasi
attivata dal’AMP (AMPK), un sensore dello stato energetico della cellula, che attiva diverse

vie metaboliche correlate con la produzione di ATP.

Allo stato attuale, alcune ricerche indicano un ruolo pro-apoptotico della via del segnale
mediato dalllAMPK in alcuni modelli sperimentali di apoptosi indotta nei cardiomiociti,
mentre tra le proteine chinasi coinvolte nei meccanismi di cardioprotezione particolare
attenzione é stata rivolta alla serina/treonina chinasi Akt. Sembra infatti che I’attivazione di
guesta via sia correlata con la sopravvivenza cellulare e con l'inibizione dei processi

apoptotici.

La successiva fase della ricerca e stata pertanto condotta allo scopo di verificare se queste
vie di segnalazione sono coinvolte nel meccanismo attraverso il quale il trattamento con NE

porta alla morte per apoptosi le cellule cardiache.

| risultati ottenuti indicano che la NE

)
causa un rapido aumento dello stato di E
fosforilazione, e quindi dell’attivazione _ g g
. N S = 0 <=
della proteina Akt gia dopo 15 minuti di O zZ a o
trattamento (Figura 19). Questo effetto n
, Phospho-Akt L . . e 15'
permane dopo un’ora, mentre dopo 5
ore di trattamento il livello di fosfo-Akt oy gy e gty 1h
torna al livello del controllo. \ 5h

Le cellule pretrattate con DFMO non
mostrano significative differenze rispetto Figura 19 Livelli di fosfo-Akt in seguito a trattamento con
alle cellule trattate solo con NE nei tempi norepinefrina. Effetto del pretrattamento con DFMO.

brevi (15 minuti ed 1 ora). Tuttavia dopo | cardiomiociti neonatali, mantenuti per 72 ore in presenza o
in assenza di DFMO 100 uM, sono stati trattati per i tempi

5 ore di trattamento, mentre nelle cellule . . . \cep M.

trattate solo con NE la fosforilazione
dell’Akt non e piu osservabile, nelle cellule pretrattate con DFMO si mantiene ancora
elevata. Questi risultati suggeriscono che il pretrattamento con DFMO influenzi la durata del

segnale pro-sopravvivenza dell’ Akt prolungando la sua attivazione.

Il trattamento con NE causa anche un aumento della fosforilazione/attivazione di AMPK gia

evidente dopo un’ora e che si mantiene nel tempo fino ad 8 ore (figura 20).
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La figura 20 mostra inoltre che anche in questo caso il pretrattamento con DFMO sembra
influenzare la durata del segnale. Infatti mentre non altera la risposta alla NE dopo un’ora di
trattamento, dopo 5 ore il livello di fosforilazione di AMPK nei campioni pretrattati con

DFMO torna ai valori controllo.

3.2.5 Il trattamento con un induttore del’AMPK e un inibitore dell’Akt causa morte
cellulare in cellule H9c2

Per valutare il coinvolgimento dellAMPK e dall’Akt nel processo di morte cellulare nella cellula
cardiaca, abbiamo trattato le cellule con AICAR, uno attivatore dellAMPK, e/o con LY, un inibitore
della via dell’ Akt.

| risultati ottenuti indicano che il trattamento con AICAR induce un aumento della morte cellulare, e
che inibendo contemporaneamente I’Akt tale effetto & notevolmente potenziato (figura 23).

Questi risultati sono a sostegno dell’ipotesi di un coinvolgimento di entrambe le vie nella trasduzione
del segnale mediata dalla NE e che porta a morte per apoptosi.

751
T

o Figura 21 Aumento della morte cellulare in cellule
S 50 H9c2 in seguito alla stimolazione dellAMPK ed
E T all'inibizione dell’Akt.
E
E 254 _I_ Le cellule, cresciute per 24 ore, sono state trattate con
X LY 20 uM e/o AICAR 4 mM per 48 ore.
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3.2.6 Il DFMO modula I'espressione delle fosfatasi coinvolte nella disattivazione dell’Akt e
dell AMPK

Alla luce dei risultati sopra riportati si puo ipotizzare che I'osservato effetto protettivo del
DFMO nei confronti dell’apoptosi indotta da NE nei cardiomiociti neonatali di ratto, possa
essere mediato dalla modulazione della durata dei segnali responsabili del controllo dei
processi di crescita, proliferazione e morte cellulare. Allo scopo di verificare tale ipotesi sono
stati condotti esperimenti per verificare se la deplezione di poliamine possa essere messa in
correlazione con alterazioni nell’espressione delle fosfatasi specifiche delle due vie che,
defosforilando i rispettivi enzimi li riportano alla forma inattiva. E’ stato per tanto valutato
I'effetto del trattamento con DFMO sull’espressione della fosfatasi-2-A (PP2A), deputata alla
defosforilazione-inattivazione dell’Akt, e sull’espressione della fosfatasi-2-C (PP2C) deputata

alla defosforilazione-inattivazione dell’ AMPK.

A
-
o
+
? ‘2 2 Figura 22 Livelli di PP2A in cardiomiociti neonatali
?'-: E 4‘: E E (CMs) e in H9c2 cresciuti in presenza o in assenza di
¢ o U o o DFMO.
| Y
PP2A - P— - | cardiomiociti sono cresciuti per 72 h in presenza di
DFMO 100 pM. Le H9c2 sono cresciute per 48 h in
[ presenza di DFMO 100 puM o in presenza di DFMO e
B-actin P — c— —— g — putrescina (Put) 100 pM.

| risultati ottenuti sostengono questa ipotesi. Infatti la figura 22 mostra che sia cardiomiociti
neonatali che cardiomioblasti H9c2 cresciuti in presenza di DFMO esprimono un contenuto

di PP2A inferiore alle cellule cresciute in condizioni controllo.

Al contrario la PP2C, enzima che defosforilando la AMPK la inattiva, & pil espressa rispetto ai

controlli, nei cardiomiociti trattati con DFMO (Figura 23).
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Figura 23 Livelli di PP2C in cardiomiociti
neonatali cresciuti in presenza o in assenza di o
DFMO. PP2C L |
| 4
| cardiomiociti sono cresciuti per 72 h in n
presenza di DFMO 100 pM. B-actin —
v
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4.0 Discussione

L'insufficienza cardiaca rappresenta I'evoluzione finale comune ad una serie di patologie
cardiovascolari che comprendono l'ipertensione, le patologie valvolari, I'infarto ed altre
cardiomiopatie. Le patologie cardiovascolari, ed in particolare le malattie di tipo ischemico,
rappresentano la piu frequente causa di morte nei paesi industrializzati. Per questa ragione
attualmente uno degli obiettivi di maggior interesse per la ricerca in ambito cardiovascolare
consiste nello studio dei meccanismi molecolari che sottostanno al danno ischemico. La
comprensione di tali meccanismi potrebbe infatti offrire 'opportunita di nuove strategie
terapeutiche che consentano una riduzione del danno.

L'ischemia del miocardio si verifica quando il cuore riceve un apporto ematico inferiore a
quello richiesto dal suo metabolismo. Diverse componenti contribuiscono al danno dei
cardiomiociti durante I'episodio ischemico. Essi infatti sono sottoposti a stress metabolico a
causa del diminuito apporto di substrati energetici, della mancanza di ossigeno e della
mancata rimozione dei cataboliti.

Una delle risposte cellulari a situazioni di “stress” e I'attivazione del programma di morte
cellulare chiamato apoptosi, inizialmente con un intento “protettivo”, ma che puo diventare
critico, al perdurare della condizione di stress. L’apoptosi & caratterizzata da diversi eventi
biochimici, ma il punto centrale di questo processo e rappresentato dall’attivazione delle
caspasi, una famiglia di cistein-proteasi responsabili di molte se non di tutte, le
caratteristiche del processo apoptotico. Questi enzimi vengono sintetizzati come precursori
inattivi, e sono attivati mediante scissione proteolitica, processo che coinvolge interazioni
ligando-recettore e/o i mitocondri®>.

Dati presenti in letteratura indicano che il processo apoptotico pud essere attivato nei
cardiomiociti sia nel cuore intatto in vivo che in coltura in vitro, se esposti a differenti stimoli

tossici’%?’.

E’ stato dimostrato che sia l'ischemia da sola, che in combinazione con la
riossigenazione, pud innescare l'apoptosi in cardiomiociti in modo simile ad altri stress
cellulari, come la deprivazione di fattori di crescita o di sopravvivenza, radiazioni UV e agenti
chemioterapici. Nonostante numerose evidenze sperimentali suggeriscano che si attivi nel
cuore, in seguito a danno ischemico, il processo di morte apoptotica, i meccanismi e la
trasduzione del segnale attraverso i quali questo stimolo induce apoptosi non sono ancora

completamente noti.

Nel corso degli ultimi anni alcune osservazioni sperimentali hanno suggerito, anche se in
modo contrastante, un coinvolgimento delle poliamine nell’induzione di apoptosi.
Dall’evidenza sperimentale risulta infatti che, a seconda del modello cellulare utilizzato, la
deplezione del contenuto intracellulare di poliamine puo ridurre o aumentare la sensibilita
delle cellule verso stimoli citotossici.

La prima parte di questa tesi & stata dedicata all'indagine di alcuni eventi biochimici e
molecolari che portano all’attivazione del processo apoptotico in cardiomioblasti di ratto
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sottoposti ad ischemia, in relazione al contenuto intracellulare ed al metabolismo delle
poliamine. E’ stato simulato un evento ischemico esponendo le colture ad ipossia severa
(p0O2<1%) in un terreno privo di siero per tempi diversi. Per stabilire una correlazione tra gli
eventi scatenati dall’ischemia e le poliamine, le cellule sono state coltivate in presenza ed in
assenza di DFMO, un inibitore specifico della sintesi di questi policationi organici.

| risultati ottenuti indicano che I'esposizione delle colture di cellule H9c2 ad ischemia
simulata, rappresentata da deprivazione di siero e di ossigeno, determina un precoce e
progressivo incremento dell’attivita caspasica. Tale incremento si correla a variazioni della
concentrazione intracellulare di poliamine. La condizione di ischemia simulata determina
infatti un precoce aumento dei livelli intracellulari di putrescina, spermidina e spermina. Il
trattamento delle colture cellulari con DFMO previene la capacita dell’ischemia di attivare le
caspasi e quindi di indurre la morte cellulare per apoptosi. Tale capacita risulta
completamente ripristinata quando il contenuto intracellulare di poliamine e ristabilito
dall’aggiunta nel mezzo colturale di putrescina esogena.

Il trattamento ischemico a cui sono sottoposte le colture cellulari causa non solo
I'attivazione delle caspasi, ma anche la frammentazione del DNA, altro indice che nella
cellula e attivato il programma apoptotico. Anche in questo caso il trattamento delle colture
cellulari con DFMO previene la frammentazione del DNA.

Questi risultati pertanto suggeriscono che, in colture di cardiomioblasti di ratto sottoposte
ad ischemia simulata, le poliamine siano necessarie per l'attivazione del programma
apoptotico.

Recenti evidenze mostrano che anche in altri modelli sperimentali le poliamine mediano
I'attivazione dell’apoptosi. In particolare, € stato osservato che in fibroblasti immortalizzati
di topo la riduzione del contenuto intracellulare di poliamine riduce la stimolazione delle
caspasi ad opera dell’etoposide, attraverso l'inibizione della via del segnale mediata da
ERK®,

L'incremento dei livelli di ODC e di poliamine che si instaura rapidamente nelle cellule
cardiache in ischemia simulata potrebbe favorire il processo apoptotico.

Alti livelli di poliamine sono stati riscontrati anche in altri tessuti a seguito di trattamento
ischemico. E’ stato infatti riportato che nel polmone la concentrazione di tali policationi

2

aumenta dopo ipossia’?® e che I'inibizione farmacologica di questo aumento attenua il

rimodellamento vascolare successivo ad ipossia’?®. Una induzione del’ODC mediata

dallischemia @ stata osservata nel cervello di ratto™*'*

, mentre lo stesso trattamento
causa, in cellule endoteliali di arteria polmonare, una riduzione dell’attivita. Sembra quindi
che lI'aumento dell’lODC a seguito di trattamento ischemico dipenda anche dal modello

sperimentale utilizzato.

Un evento precoce che si verifica nell’attivazione dell’apoptosi e che precede la cascata

caspasica ¢ il rilascio del citocromo ¢ dai mitocondri. Recenti risultati sperimentali indicano
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che il rilascio del citocromo c e legato ad un aumento della permeabilita della membrana
mitocondriale a seguito di stimoli di stress, quali il danno ossidativo, I'aumento di radicali
liberi e un incremento della concentrazione di calcio. La modifica della permeabilita della
membrana mitocondriale porta alla rottura della membrana esterna con fuoriuscita del
contenuto mitocondriale tra cui il citocromo c¢'?®. Alcune proteine rivestono un ruolo
modulatore nei confronti dell’apoptosi attivata per questa via. Non & ancora chiaro il preciso
meccanismo d’azione, ma pare influenzino la permeabilita della membrana. Tra le proteine
che appartengono a questa categoria, ovvero i membri della famiglia di Bcl-2, e stata
indagato la variazione d’espressione di Bcl-xl, un modulatore di questo processo che risulta
avere un ruolo antiapoptotico. Dai risultati & emerso che l'ischemia simulata induce una
down-regulation di questa proteina. Questo evento & prevenuto dal pretrattamento delle
cellule con DFMO. | dati riportati in questa tesi indicano anche che l'ischemia simulata
provoca, in cellule H9c2, il rilascio del citocromo ¢ dal mitocondrio, effetto che viene
parzialmente prevenuto quando le colture cellulari sono pretrattate con DFMO.

Il citocromo ¢, una volta liberato nel citosol prende parte all’assemblaggio dell’apoptosoma,
un complesso nel quale la pro-caspasi iniziatrice 9 viene attivata, scatenando poi la cascata
caspasica. E’ stata valutata quindi la presenza della forma inattiva di questa caspasi, ed &
emerso che I'ischemia simulata riduce la quantita della proteina nella forma inattiva, il che
coincide con un aumento del suo stato attivato. La deplezione di poliamine contrasta questo
evento.

In conclusione, i risultati della prima parte di questo studio indicano che in cellule H9¢c2
I'ischemia simulata, cioe la deprivazione del siero e dell’ossigeno, scatena il processo di
morte cellulare programmata attraverso il rilascio del citocromo ¢ e I'attivazione delle
caspasi. Per I'esecuzione di questo programma € necessario che siano mantenuti i livelli
intracellulari di poliamine. Una deplezione del loro pool endogeno blocca infatti la capacita
del danno ischemico di indurre la morte cellulare.

Diverse linee di ricerca sottolineano un ruolo importante dei meccanismi neuro-ormonali
nella progressione dell’insufficienza cardiaca. In particolare e stata evidenziata nei pazienti

con questa patologia una iperattivazione di alcuni sistemi tra cui I'adrenergico ed il sistema

116-117
. Gl

renina-angiotensina-aldosterone i effetti proapoptotici della norepinefrina sulle

127-128-129-130

cellule cardiache sono stati evidenziati in molti studi . E’ stata anche riportata una

possibile correlazione tra livelli di norepinefrina, produzione della citochina pro-
inflammatora TNF, aumento di ROS ed apoptosim. In ogni caso i meccanismi attraverso i
quali questo mediatore agisce non sono ancora chiari. L’aldosterone €& in grado di
promuovere la deposizione di collagene, fibrosi miocardica, apoptosi, rimodellamento
ventricolare e disfunzione endoteliale. Gioca per tanto un ruolo importante nella
progressione dell’insufficienza cardiaca®. Inoltre da recenti evidenze & emerso che parte
dei suoi effetti non sono riconducibili all’attivazione dei classici recettori nucleari mineral-

corticoidi, ma piuttosto a meccanismi non genomici che consentono risposte piu rapidem.
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La ricerca pertanto € stata indirizzata alla comprensione dei meccanismi molecolari
attraverso i quali questi mediatori neuro-ormonali possano danneggiare il tessuto cardiaco,
nell’ottica dell’individuazione di nuovi target molecolari sui quali dirigere strategie
terapeutiche e preventive. Inoltre poiché le poliamine possono mediare il processo di morte
cellulare programmata, & stato ricercato un possibile loro coinvolgimento.

Colture cellulari primarie di cardiomiociti neonatali di ratto, sono state trattate con
norepinefrina e con aldosterone per tempi diversi. Per prima cosa e stato verificato I'effetto
di questi due mediatori sul metabolismo delle poliamine, osservando variazioni di attivita del
loro enzima chiave (ODC). In tal modo é stato evidenziato che entrambi questi mediatori
causano un aumento (seppur in misura diversa) dell’attivita enzimatica, in particolare dopo
tre ore di trattamento.

Studi precedenti presenti in letteratura hanno evidenziato che queste ormoni causano sui
cardiomiociti un aumento di marker apoptotici. Per verificare se I'attuazione del programma
apoptotico da parte della norepinefrina e dell’aldosterone sia legato all’azione sul
metabolismo delle poliamine, € stata indotta una deprivazione di tali policationi a livello
cellulare pretrattando le colture con DFMO. Cio ha evidenziato una riduzione dell’attivita
caspasica nelle cellule deprivate di poliamine. La protezione da parte del DFMO risulta
prevenuta se contemporaneamente le cellule erano trattate anche con putrescina.

Inoltre e stato valutato I'effetto della stimolazione neuro-ormonale sull’espressione della
survivina, una proteina a significato antiapoptotico. E’ emerso che sia la norepinefrina che
I’aldosterone causano una riduzione della sua espressione e che tale evento risulta almeno
in parte prevenuto dal pretrattamento delle cellule con DFMO. La survivina € una proteina
citoplasmatica in grado di esercitare un effetto non ancora chiaramente determinato sui
mitocondri. Nel tessuto cardiaco sembra essere in grado di modulare |'apoptosi dei
cardiomiociti. In particolare uno studio recente ha indagato |'espressione della survivina
nell’'invecchiamento e nell’'insufficienza cardiaca, utilizzando come modello sperimentale i
ratti spontaneamente ipertesi, ed e stato dimostrato che una diminuzione di espressione
della survivina a livello del tessuto cardiaco & correlata con un aumento dell’apoptosi ed alla
progressione dell’insufficienza cardiaca®.

Sono stati condotti ulteriori studi per comprendere i meccanismi molecolari a livello dei quali
le poliamine possano esercitare i loro effetti sulla morte cellulare. Poiché il trattamento con
norepinefrina puo attivare diverse vie di trasduzione del segnale coinvolte nei processi di
apoptosi e di crescita cellulare, come le vie dell’Akt e dell’AMPK, si & pensato di studiare un
possibile coinvolgimento delle poliamine nella modulazione di queste vie di segnalazione.
L’Akt @ una serina/treonina-chinasi a valle della fosfoinositide-3-chinasi. Nei mammiferi
regola la crescita cellulare, la sintesi proteica, la sopravvivenza cellulare ed il metabolismo
del glucosio. A livello cardiaco numerosi studi presenti in letteratura hanno attribuito un
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ruolo antiapoptotico a questa proteina Nel nostro modello sperimentale I'effetto pro-
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apoptotico di AMPK & stato dimostrato utilizzando un attivatore specifico quale I’AICAR.
Tale effetto risulta potenziato dall’inibizione farmacologia della via dell’Akt.

| nostri risultati mostrano che nei cardiomiociti pretrattati con DFMO I'attivazione mediata
dalla NE delle vie dell’Akt e dellAMPK non & bloccata né potenziata. Tuttavia &€ emerso
anche che la mancanza di poliamine, pur non modificando direttamente I’attivazione
massimale di questi segnali, pud influenzarne la cinetica. In particolare e stato evidenziato
che nel caso dell’Akt il pretrattamento con DFMO aumenta la durata dello stato di
fosforilazione della proteina, mentre nel caso dellAMPK la diminuisce. Per capire i
meccanismi attraverso cui avviene cio si & pensato di valutare eventuali effetti sulle fosfatasi
deputate all’interruzione dei segnali presi in considerazione, che cioe defosforilano I’Akt e
I’AMPK riportandole allo stato inattivo.

Per quanto riguarda la Akt é stata presa in considerazione la serina/treonina-fosfatasi PP2A.
In letteratura e stato riportato che in un modello cellulare costituito da cellule epiteliali
intestinali, le poliamine possono influenzare I'attivita di questa fosfatasi*>®. Anche dai nostri
risultati & emerso che il pretrattamento dei cardiomiociti neonatali e delle H9¢c2 con DFMO
diminuisce I'espressione della PP2A.

Altri risultati suggeriscono inoltre che anche ['‘espressione della PP2C, deputata alla
defosforilazione dellAMPK, & influenzata dal contenuto di poliamine delle cellule. Infatti
pretrattando le cellule con DFMO i suoi livelli aumentano.

fosfo-Akt

PP2A
=p

apoptosi

/-A kt

fosfo-AMPK

norepinefrina
PrC

Ja—

AMPK .\
4
)\ oDC » poliamine

Schema 1: modulazione da parte delle poliamine delle vie di segnalazione indotte dalla norepinefrina.

In definitiva questi risultati permettono di delineare uno schema delle vie di trasduzione
coinvolte nell’apoptosi dei cardiomiociti stimolati con norepinefrina (schema 1).
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L’effetto apoptotico della norepinefrina risulta essere mediato dall’attivazione delllAMPK, la
cui durata € mantenuta nel tempo anche grazie alla modulazione negativa della PP2C da
parte delle poliamine endogene, il cui aumento e conseguente all'induzione dell’ODC.
L'effetto della norepinefrina sull’attivazione di Akt & transitorio e si spegne come
conseguenza dell’attivazione della PP2A.

Il pretrattamento delle cellule con DFMO, quindi la deplezione delle poliamine endogene,
risulta avere un effetto protettivo in quanto, modulando negativamente i livelli di PP2A,
potenzia la via pro-sopravvivenza rappresentata dall’Akt. Contemporaneamente, favorendo
I'espressione della PP2C, blocca la via dellAMPK, la cui stimolazione & associata ad
un’aumento dell’apoptosi, come e stato dimostrato anche utilizzando I’AICAR.

In conclusione, i risultati fino ad ora raggiunti indicano che le poliamine svolgono un’azione
di modulazione di alcune importanti vie di segnalazione che influenzano la risposta dei
cardiomiociti a stimoli apoptotici che intervengono nell’insufficienza cardiaca.
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