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| - INTRODUZIONE

|.1 — Cardiopatie ischemiche

|.1.1 — Scompenso cardiaco

Il cuore e un organo che svolge una funzione egdenzpompa in tutto il corpo il
sangue e in questo modo assicura ad ogni disttessuto, cellula dell’organismo |l
corretto apporto di ossigeno, sostanze nutritida gmozione dei metaboliti prodotti
dalle reazioni cellulari. La disfunzione cardia@adravissime ripercussioni fisiologiche:
dalle condizioni piu 0 meno invalidanti alla morte.

Lo scompenso cardiaco, o insufficienza cardiacagestizia, € una condizione
patologica che comporta una diminuzione della wittaardiaca, ristagno nella
circolazione venosa o entrambi. La maggior partecdsi di scompenso cardiaco é
conseguenza di un progressivo deterioramento dietlaione contrattiie miocardica
(disfunzione sistolica), che si verifica spesseé@guito a sovraccarico di pressione 0
volume, cardiomiopatia dilatativa ma soprattuttonrta ischemico. 1l cuore deve
compiere un lavoro al di la delle proprie capacitfatica a riempire adeguatamente il
ventricolo: in questo modo non riesce a pompagausto apporto di sangue ai tessuti in
base alla loro richiesta metabolica, oppure sopperial fabbisogno ematico
dell’organismo a prezzo di elevate pressioni dnpemento della camera ventricolare.
[1a].

Lo scompenso cardiaco € comune e ricorrente egdwss prognosi sfavorevole,

e il punto di approdo di molti tipi di cardiopagadi malattie cardiovascolari [1a].

[.1.2 — Malattie cardiovascolari

Le malattie cardiovascolarcdrdiovascular disease<VDs) sono la principale
causa di morte e di disabilitd a livello mondiale CVDs rappresentano una vera
emergenza, anche dal punto di vista della spesalsposia nei paesi in via di sviluppo
(piu dell’80% di morti dovute a CVDs avvengono i@egi a basso e medio reddito), sia

nei paesi industrializzati, in cui la buona qualii@lla vita ha determinato una
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diminuzione di altre patologie - molte malattieatiive, ad esempio - e la prospettiva
di vita media si € molto allungata. [1a, 2].

Con il termine “malattie cardiovascolari’ si indiean gruppo di sindromi che
colpiscono il cuore e i vasi sanguigni quali ictoglattie della vascolatura periferica,
cardiopatie e valvulopatie dovute a febbre reuraattardiopatie congenite, trombosi
venosa profonda ed embolia polmonare ma, sopm@tedatdiopatie ischemiche [2].

Nel 2008 si e stimato che il 30% dei decessi dltvenondiale (17,3 milioni di
persone), fosse imputabile a malattie cardiovasicelahe tra queste circa il 40% fosse
dovuto a cardiopatie ischemiche.

Secondo le stime del WHOMorld Health OrganizationOrganizzazione Mondiale
della Sanita) entro il 2030 quasi 23,6 milioni érgone moriranno a causa di CVDs, in

gran parte dovute a ictus e a cardiopatia corcaaj2].

|.1.3 — Cardiopatie ischemiche

Con il termine “cardiopatia ischemicals¢hemic Heart DiseasdHD) si indica
un gruppo di sindromi fisiopatologicamente collegda cui origine comune € da
attribuirsi all'ischemia miocardica, ovvero allousiiprio tra I'apporto (perfusione) e la
richiesta cardiaca di sangue ossigenato. Cio campoon solo un’insufficienza di
ossigeno ma anche la riduzione della disponibditanutrienti e della rimozione dei
metaboliti cellulari [1a].

L'IHD, sia per gli uomini che per le donne, rapmet una delle prime cause di
morte al mondo (7 milioni/anno) e, in base allmg#a e alla durata dell’evento
ischemico, si manifesta clinicamente in varie foriméarto miocardico (la forma piu
importante di IHD), angina pectoris, cardiomiopasehemica cronica con scompenso
cardiaco e morte cardiaca improvvisa [1a].

In piu del 90% dei casi I'ischemia miocardica dise dell'lHD e imputabile ad
una riduzione del flusso ematico coronarico dowautasioni aterosclerotiche ostruttive
presenti in una o piu coronarie, per questo mdtiiAD e chiamata anche coronaropatia
(coronary artery diseaseCAD) o cardiopatia coronaricacqronary heart disease
CHD) [14a].

Le lesioni aterosclerotiche, alla base delle IHBllanmaggior parte dei casi hanno
una progressione lenta e silente, che puo duraneeagkecenni, e spesso la loro origine

puo essere ricondotta all’infanzia o all'adoles@enz

2
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Solitamente I'HD si manifesta in forma acuta - cBangina instabile, l'infarto
miocardico e la morte cardiaca improvvisa - quanda placca ateromasica subisce
un’'imprevedibile e brusca trasformazione e, in #ega erosione superficiale,
ulcerazione, fissurazione, rottura, ecc., perdeuka stabilita diventando potenzialmente
pericolosa per la vita del paziente. L'esposizideécontenuto della placca al sangue,
infatti, determina una serie di reazioni che pastatia formazione di un trombo murale
- che ostruisce, in modo piu 0 meno marcato, lamamia e che, all'occorrenza, si puo
staccare ed entrare in circolo in forma di embotgppure di un trombo occlusivo che

blocca completamente il flusso attraverso I'arteneonarica. [1a].

1.1.3.1 — Infarto miocardico

La forma piu importante di cardiopatia ischemic#irgfarto miocardico écute

myocardial infarct AMI) comunemente chiamato “attacco cardiaco”, daesolo € la
principale causa di morte negli USA e nei paesugtdalizzati.
Il rischio di sviluppare un attacco cardiaco credcpari passo con 'aumentare dell’eta
e in presenza di fattori predisponenti all’ateresz$i. La mortalita globale nel primo
anno dal manifestarsi dell'infarto e di circa i19Qinclusi i pazienti che non riescono
neanche a raggiungere I'ospedale), in seguito,soaravvissuti, la mortalita e del 3-4%
per anno [1a].

L’infarto miocardico € causato da un’occlusione or@rica che provoca una
perdita di perfusione del miocardio con conseguaiterazioni funzionali, biochimiche
e morfologiche: si instaura un’ischemia che, inebalta sua entita e durata, puo causare
necrosi cellulare nella regione anatomica dellt#atecolpita, soprattutto a livello
subendocardico [1a].

Il danno irreversibile, e quindi la necrosi celi@daavviene solo in presenza di
un’ischemia severa della durata di almeno 20-40uthia piu e il classico infarto
miocardico, con necrosi estesa e perdita permardzite funzionalita della regione
colpita, si verifica quando la perfusione dimingisotto ai livelli minimi per un lungo
intervallo di tempo (in genere da 2 a 4 ore) [1a].

Alla necrosi del tessuto muscolare si associa eaaione inflammatoria acuta; in
seguito, la zona danneggiata viene sostituita dsute di granulazione intensamente

vascolarizzato, infine si instaura un processo ibdrosi volto a promuovere la
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formazione di una cicatrice (entro la fine dellsstaesettimana dall'infarto) che si
consolida nel tempo in base alla gravita delleolesioriginaria [1a].

La maggior parte degli infarti miocardici sono tarurali: la necrosi interessa
I'intero spessore o quasi della parete ventricolaegli infarti subendocardici, invece,
I'area di necrosi ischemica si limita al terzo mi@ o alla meta interna della parete
ventricolare [1a].

In seguito a infarto, il cuore del paziente soprsssto deve comunque trovare il
modo di fornire un ricircolo sanguigno all’organismantenendo un’adeguata gittata
cardiaca; per fare cio va incontro ad una sermaatiificazioni strutturali dinamiche che
vengono denominate col termine “rimodellamento reolfare”: sia la zona necrotica
che il segmento di ventricolo non infartuato cambijain modo progressivo,
dimensione, spessore e forma. In questo modo, ssopo verificare assottigliamento
precoce, cicatrizzazione e ipertrofia e dilataziole#la parete, nonché la formazione
tardiva di un aneurisma. In particolar modo, c’é@sthio, con il passare del tempo, di

sviluppare uno scompenso cardiaco. [1a].

1.1.3.2 — Misure terapeutiche di ripristino del flusso ematico

Nei pazienti colpiti da AMI, la dimensione dell’mfto € un fattore determinante
della prognosi acuta e a lungo termine [3]; limétéa dimensione dell'infarto €, quindi,
uno degli obbiettivi principali delle terapie pétrattamento del danno ischemico.
L’approccio piu efficace per limitare il danno roardico e la dimensione dell'infarto é
ristabilire tempestivamente il flusso ematico, uogesso chiamato riperfusione [4].

La riperfusione si ottiene agendo a livello delb@anarie con trattamenti quali la
terapia trombolitica, I'angioplastica coronarigaefcutaneous coronary intervention
PCI), con o senza il posizionamentastént e la rivascolarizzazione chirurgica tramite
bypass aorto-coronaricacdronary artery bypass graftCABG). Queste procedure
permettono - dissolvendo, alterando meccanicanebigpassando la lesione ostruttiva
che causa l'infarto acuto - di ripristinare il fassematico nell’area a rischio di infarto al
fine di salvare il piu possibile il tessuto ischemi Piu tempestiva e la riperfusione
maggiore € la possibilita di limitare la dimensiatedl'infarto con miglioramento della
funzionalita cardiaca a breve e lungo termine, pbid'ischemia non causa una

immediata morte cellulare. [1a]
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Anche nel caso di pazienti soggetti ad ischemialesalle cronica, dove Il
miocardio colpito pud anche entrare in uno statandtabolismo e funzionalita ridotti
chiamato “ibernazione”, la funzionalita del miodardbernato pud essere ripristinata
mediante rivascolarizzazione [1a].

La riperfusione, soprattutto se non praticata testip@mente, puO procurare
complicanze quali aritmie, emorragie miocardich@ d&@ande di contrazione, danno
microvascolare, “stordimento” del miocardionyocardial stunning - uno stato di
scompenso cardiaco reversibile attribuibile ad aal@nbiochimiche che possono
persistere nei miociti ischemici riperfusi per ueripdo che varia da giorni a diverse
settimane - e “danno da riperfusione”, un danntulzek irreversibile che si sovrappone
all'insulto ischemico originario [1a, 5]. Il dannmiocardico causato dall'ischemia e
quello imputabile alla riperfusione sono talmemigeiconnessi che spesso si parla in

generale di danno da “ischemia/riperfusione”.
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1.2 — Il danno da ischemia/riperfusione

Il ripristino del flusso ematico in un tessuto isokico puo favorire il recupero
delle cellule se il danno da queste subito e réikes Paradossalmente pero la
riperfusione puo portare ad una esacerbazioneatelalcon conseguente perdita di un
ulteriore numero di cellule oltre a quelle danneaggiirreversibilmente dall’ischemia.
Per comprendere appieno il danno da ischemia/upierie (I/R) bisogna avere ben
chiaro che cosa accade a livello metabolico a#iind del cardiomiocita nel contesto
ischemico e nella fase riperfusiva (Fig.l.2.1).

| Ischemia

— 7 (wpt

\ .

calpain MPT
ﬁ

\ Membrane damage

i ‘I and rupture
\

Fig.l.2.1: Vie metaboliche che portano alla morte @lulare nell’ischemia/riperfusione (I/R).
(da[23])

[.2.1 — Durante lI'ischemia...

1.2.1.1 — Blocco della produzione di ATP

L’interruzione dell’apporto d’ossigeno al miocardate avviene all'instaurarsi
dell'ischemia determina il blocco della fosforilame ossidativa mitocondriale.
Malgrado nelle cellule colpite avvenga una tramsiei dalla respirazione aerobica a
quella anaerobica si determina una drastica ricgéza produzione di ATP (adenosina
trifosfato) e il veloce consumo dellATP intracddte residuo: una delle conseguenze
pit immediate € il blocco della funzione contrattihiocardica che avviene gia dopo
pochi minuti dall'inizio dell'ischemia. Se l'inswtischemico persiste la cellula va
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incontro a modificazioni irreversibili che ne det@nano la morte: in presenza di una
riduzione del contenuto di ATP del 90% avvengonolwamenti strutturali irreversibili
nel miocardio [6]. Le tempistiche sono molto sexrda riduzione di ATP diventa quasi
completa (circa del 90-95%) dopo circa 40 - 60 miduischemia [6, 7].

1.2.1.2 — Calo del pH intracellulare

Nel miocardio ischemico la respirazione anaeroliea vita breve: la beta
ossidazione degli acidi grassi € bloccata velocéepeon conseguente rilascio di acidi
grassi liberi che causa aritmia e inibisce i caKalip mitocondriali (mKarp), che non
riescono piu a mantenere il potenziale di membraitacondriale, e la glicogenolisi e
gradualmente rallentata ed inibita dallaument®ldDH e FADH, e dal calo di pH [8-
10].

Le variazioni del pH intracellulare sono di prineanmportanza durante I'ischemia
e avvengono a pochi minuti dal suo inizio: P.B.l@kre colleghi, lavorandm vitro su
cuori di ratto perfusi, riportano che, in seguitbischemia globale, il pH intracellulare
cala e raggiunge un valore di 6.2 dopo una dedinartuti [11].

Le cause di questo calo di pH non sono state ¢hidel tutto, L.H. Opie suggerisce che
'accumulo di acido lattico e la produzione di £€@a parte del ciclo di Krebs ne
possano essere responsabili [8, 12].

1.2.1.3 — Disequilibrio degli ioni intracellulari

Strettamente legato al calo dellATP e alla vaoag del pH intracellulare e il
bilanciamento degli ioni intracellulari, che da ur@ndizione di omeostasi vengono a
trovarsi in una situazione di disequilibrio (Fig.R):

+  Accumulo dello ione Na

Per contrastare il calo del pH, lo ioné iH eccesso & escreto fuori dalla cellula

dall'azione dello scambiatore N&* con conseguente aumento dello ion€ Na

intracellulare, come dimostrato anche da siugivo [13].

Anche l'esaurimento di ATP contribuisce allaccumudi Na intracellulare,

poiché blocca gradualmente l'azione di ATPasi tiala pompa N&K™ [14].

L’accumulo di N& unito al’accumulo dei metaboliti della glicogeisol(lattato e
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protoni), dell'uso delle fosfocreatine (creatina fesfato inorganico) e del
catabolismo dei fosfati ad alta energia determinaguadiente osmotico che
richiama acqua all’interno delle cellule causandonfiamento cellulare [8].

«  Accumulo dello ione C&
L’accumulo del N& e la mancanza di ATP causano un eccesso df Ca
intracellulare tramite, rispettivamente, la ridumodell’azione dello scambiatore
Na'/Ca* (Na'/Ca®* exchangerNCX), l'inattivazione del riassorbimento del Ca
ATP-dipendente nel reticolo sarcoplasmatico e tezone di C& ATP-
dipendente operata dalla pompa®®&Pasi [6]. Un meccanismo confermato
anchein vivo[15].
L’accumulo di C&" & accompagnato dalla traslocazione della calpgiraeasi
C&*-dipendente, presso la membrana plasmatica [163,dwero, la sua azione &

al momento rallentata o inibita dal calo del pHacellulare [6, 17].

Mitochondria
Ca?+

/

Ca?"® Sarcoplasmic Reticujum

Fig.1.2.2: Variazione del bilanciamento degli ionintracellulari durante I'ischemia.
1. escrezione diioni H a causa del calo di pH intracellulare;
2. inattivazione a causa del calo di pH;
3. riduzione dello scambio N&Ca?* a causa del calo di pH extracellulare e
dell'accumulo intracellulare di ione Na'.
(da [6])

|.2.2 — Durante la riperfusione...

La riperfusione permette di reintegrare nell'areehemica i substrati essenziali
per la generazione di ATP (come glucosio o acidsgrliberi), di aumentare I'ossigeno
disponibile e di normalizzare il pH extracellulargtti fattori cruciali per la

sopravvivenza del tessuto ma che possono ancheibrorg a esacerbare il danno
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nellarea. L’ischemia, infatti, indebolisce il maaio, che peggiora durante la
riperfusione a causa del ritorno a livelli fisioloigdel pH intracellulare, dell’aumento
della concentrazione di calcio citosolico, dellaoquzione di radicali liberi e

dell'instaurarsi di processi inflammatori nella seti danno. [6].

1.2.2.1 — Ristabilizzazione del pH intracellulare avalori
fisiologici

Contestualmente al ripristino del flusso ematianjudo alla riperfusione, avviene
una rapida normalizzazione del pH extracellulare datermina il formarsi di un forte
gradiente H attraverso la membrana plasmatica. Il risultaingipale & un ulteriore
flusso massivo di Naall'interno della cellula per permettere I'espatsé degli ioni H
in eccesso. L'aumento del Nantracellulare induce NCX ad agire ineverse mode
secerne Nafuori dalla cellula per contrastarne I'accumulo owsi facendo permette
I'accumulo intracellulare di G4[18] (Fig.l.2.3).

Bl d
.. Ca binding ,qu\ @ Ca?*
protein

Tl 7\
i
Ca”  Sarcoplasmic Reticulum
Fig.1.2.3: Variazione del bilanciamento degli ionintracellulari durante I'ischemia.
1. escrezione ioni H a causa del ripristino del pH extracellulare
2. escrezione ioni N& accumulati per azione in ‘reverse mode’ dellNCX e
conseguente accumulo di ioni G
3. escrezione di C& seguita dal ripristino della sintesi di ATP dopo 8-60 minuti di
riperfusione
(da [6]).
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1.2.2.2 — Accumulo di C&" intracellulare

Durante la riperfusione il calcio entra nella cklllattraverso lo scambiatore

Na'/C&* e i canali voltaggio dipendenti di tipo L [19]. lcellule, perd, provate da una

lunga ischemia, non sono in grado di ristabilirper@inamente 'omeostasi del calcio

intracellulare. Solo dopo 30-60 minuti di ripefifuge avviene una graduale ripresa

dell'escrezione di C4 e il ri-iimmagazzinamento ATP-dipendente d“Cael reticolo

sarcoplasmatico e la cellula ritorna ad una situeezdi omeostasi [6].

Di conseguenza, nei primi stadi della riperfusiaie/erifica un accumulo di calcio che

e responsabile di una serie di fenomeni che a@®eimmediatamente il danno

miocardico [20]:

1)

2)

3)

I'attivazione di lipasi, nucleasi e proteasi chenamo la struttura cellulare (ad es.
viene riattivata la calpaina, proteasi calcio dgbemte la cui azione e inibita anche
dal calo di pH);

I'ipercontrazione delle miofibrille dell’apparataictrattile (che porta a necrosi a
bande);

I'apertura dei pori di transizione della permeaéailnitocondriale rhitochondrial
Permeability Transition PorenPTP).

Gli mPTP sono pori formati da proteine della ma&tridella membrana interna e
della membrana esterna mitocondriali la cui congose €& perd ancora
controversa [21].

L’apertura degli mPTP rende la membrana internacuoitdriale permeabile a
tutti i soluti fino a 1500 Da di grandezza e calmsarapida dispersione del
potenziale di membrana)y, necessario per la produzione di ATP da partei degl
enzimi della fosforilazione ossidativa mitocondeidl21]. L’ATP sintasi, per
tentare di contrastare la perdita Ay, comincia a idrolizzare piuttosto che a
sintetizzare ATP, riducendone ulteriormente la dteaf22].

L’'apertura degli mPTP causa, inoltre, il rigonfiamtee dei mitocondri con
conseguente rottura della membrana mitocondridéeres perdita di citocromo ¢
e attivazione dell'apoptosi, sebbene con la corapkgbertura degli mPTP é
probabile che la morte cellulare avvenga prima ithgrogramma apoptotico
venga completato [23].

Quindi, un’apertura prolungata del’lmPTP ¢ inconipkt con la sopravvivenza

della cellula a causa della perdita di funzioneoouohdriale (con conseguente
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perdita di ATP) e della perdita di omeostasi deghi intracellulari (con
conseguente rigonfiamento cellulare, rottura delEmbrana plasmatica e morte
cellulare) [23].

Gli mPTP sono sensibili a differenti stimoli: quand pH intracellulare cala,
durante lischemia, inibisce l'apertura dei pornt@rno al pH 6.0 avviene
I'inibizione totale dell’'apertura [24]) e il riprimo del pH a livelli fisiologici
durante la riperfusione induce la morte cellulamaslando I'apertura dellmPTP.
La formazione di mPTP e indotta anche dalla presehzalte concentrazioni di
C&* nella matrice e dalla produzione di ROS — dovute eintroduzione di
ossigeno durante la riperfusione — nonché da altecantrazioni di NADH,
dall’esaurimento di ATP e dalla perdita del potafetrasmembrana della matrice
mitocondriale [23]; tutte condizioni presenti duanl’l/R [25]. Quindi le
condizioni che si instaurano subito dopo I'inizielld riperfusione sono ideali per
stimolare I'apertura degli mPTP.

1.2.2.3 — Produzione di ROS

L’improvviso ripristino del metabolismo aerobicaynidamentale per la ripresa
della produzione di ATP, ha come conseguenza umunagio di specie reattive
dell’ossigeno reactive oxygen specie®ROS) e dell'azoto, in particolare di anione
superossido (&). In condizioni fisiologiche il superossido viermonvertito in
perossido di idrogeno @@,) dalla superossido dismutasi (SOD) ed & successinte
inattivato dalla catalasi in @ e Q. Una consistente produzione di ROS genera una
guantita eccessiva di radicali ossidrili (*OH) cdeno molto instabili; I'ischemia puod
aver compromesso i meccanismi antiossidanti dellala e, se i mitocondri non sono
in grado di eliminarli, i ROS possono danneggiaatrutture cellulari, gli enzimi o le
proteine canale presenti sulla membrana celluBfeQueste molecole possono essere
prodotte anche da cellule parenchimali, endoteliali leucociti dell'infiltrato
inflammatorio [1b].
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.2.2.4 — Inflammazione e attivazione del sistema

complemento

Al danno ischemico si associa anche un danno imhatorio causato da neutrofili
circolanti richiamati nella zona riperfusa da ciitoe e molecole adesive espresse da
cellule parenchimali ed endoteliali ma, soprattutta rilascio di componenti citosolici
da parte delle cellule necrotiche [1b]. Questaamfinazione causa a sua volta un
ulteriore danno tissutale.

Inoltre, durante la riperfusione, le frazioni delngplemento si legano ad alcuni
anticorpi IgM che si depositano nei tessuti iscleerei attivandosi, inaspriscono il

danno cellulare aumentando l'intensita della reazimfiammatoria [1b].

1.2.3 — Meccanismi di morte cellulare nel danno d&R

La morte cellulare causata dall’ischemia/riperfasicha caratteristiche proprie
dell'apoptosi, dell'autofagia e della necrosi [23].
Molti studi si sono concentrati sul definire qudema di morte cellulare avvenga e con
quale distribuzione nella zona danneggiata: alaiocerche propongono che la morte
necrotica prevalga quando i livelli di €amitocondriali diventano estremamente bassi o
si azzerano del tutto [6, 26]. Similmente, i livaltracellulari di ATP potrebbero
servire anche dswitchmolecolare: in presenza di alti livelli si avvibbe I'apoptosi, a
bassi livelli la necrosi [6, 27]. Altri ipotizzanohe dopo l'ischemia/riperfusione il
destino della cellula sia determinato dall’estensiadell’apertura degli mPTP nel
mitocondrio: se minima la cellula & in grado ditatslirsi, se moderata la cellula
potrebbe innescare il meccanismo di morte programni&éapoptosi), se severa la
cellula subira necrosi a causa della inadeguatduzione di energia [22].
In tutti e tre i casi, comunque, i mitocondri risulo essere gli arbitri del destino
cellulare in risposta allo stress.
Per quanto riguarda la distribuzione delle formendirte cellulare innescate dall'l/R,
nell'area del miocardio ischemico prevale la neicrogentre nelle cellule interstiziali
che compongono il tessuto granulare avviene pretaigente I'apoptosi [28].

E. Murphy e C. Steenbergen in ueaiewdel 2008 [23] esprimono l'interessante
opinione che di fronte all'l/R pud essere piu utiégionare sui meccanismi di morte

cellulare senza cercare di definire esattamentéeguao di morte cellulare avvenga,
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perché spesso i meccanismi alla base delle diviersee di morte cellulare sono
interconnessi. Secondo gli autori il concetto inb@ote &€ che la morte cellulare durante
l'ischemia/riperfusione sembra essere un proce$Hoo ache puo essere inibito con
interventi appropriati. In questo contesto i mitodo stanno emergendo come
importanti mediatori e regolatori di tutte le formeli morte cellulare
nell'ischemia/riperfusione. In particolare, I'mPTé&mbra essere uno dei regolatori
principali sia della morte apoptotica che necrotj2@] e sembra avere un ruolo
importante nel danno da I/R [22].

In conclusione, la riperfusione, se non € praticampestivamente,
paradossalmente causa un ulteriore danno tisswhleniocardio gia indebolito
dall'ischemia, il cosiddetto “danno da riperfusibiniea perdita di massa contrattile che
ne deriva determina un carico ulteriore di lavorr i tessuto sopravvissuto con
conseguente rischio di ipertrofia delle cellule amenti e di rimodellamento cardiaco
del ventricolo che, in ultima analisi, possono pmgta uno scompenso cardiaco.
Mettere a punto strategie che permettano alleleatlrdiache di contrastare il danno da
ischemia/riperfusione migliorerebbe assai la pregdomolti pazienti colpiti da infarto

acuto del miocardio e da altre forme di cardiopatigsschemica.
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1.3 — Il Precondizionamento ischemico

Gia negli anni ‘80 si &€ cominciato a ritenere caegisposta del miocardio all'l/R
potesse essere manipolata per contrastare il dacimemico.
Nel 1986, infatti, C.E. Murry e colleghi hanno nrasb, in un modello canino, che
esponendo il cuore a quattro brevi cicli di ischesubletali (cinque minuti di ischemia
seguiti da cinque minuti di riperfusione ciascunpjima di un danno ischemico
prolungato, si conferiva una profonda resistenimfalrto. L’esposizione a questo tipo
di stress, infatti, poneva il cuore in uno statalifitsa che determinava la riduzione della
dimensione dell'infarto (la dimensione dell'infamei soggetti precondizionati risultava
essere un quarto rispetto a quella del gruppomraeto) [30].
Questo fenomeno €& stato chiamato precondizionamasthiemico ischemic
preconditioning IPC) e da allora e stato dimostrato che e regimiesnon solo della
riduzione della dimensione dell'infarto, ma anchedlad minor produzione di lattato e
della riduzione del consumo di ATP. Successivamesiiedi portati avanti da altri
gruppi di ricerca hanno dimostrato che I'lPC é umcoanismo evolutivamente
conservato comune a molti mammiferi, incluso l'uofép, ed e responsabile anche
della diminuzione dell'incidenza di aritmie e delighioramento della disfunzione
contrattile [23].
Negli anni il concetto di cardioprotezione dovutaracondizionamento ischemico si e
ampliato fino ad includere non solo forme di daacate e irreversibili quali la necrosi
e l'apoptosi, ma anche disordini cronici quali €mnazione del miocardio o |l

rimodellamento cardiaco [6].

[.3.1 — Caratteristiche dell'lPC

L’'IPC e caratterizzato da due fasi in relazione warglo avviene il danno
ischemico grave: una precocaeafly phase o classical phgse una tardiva (chiamata
SWOP ‘Second Window Of Preconditioninglate phase o delayed phase
cronologicamente e fisiopatologicamente distinte.

La fase precoce inizia immediatamente dopo Ilo dtmaschemico
precondizionante, finisce dopo 2-3 ore [31] ed mttarizzata da modificazioni post-

traduzionali di proteine preesistenti con consetpiattivazione di vie di segnalazione
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cellulare che, da un lato, avviano meccanigro-survival e, dall’altro, inibiscono
I'azione di segnali pro-morte cellulare [32].
L’effetto cardioprotettivo descritto dal gruppo®@iE. Murry [30] nel loro storico studio
corrisponde ad uearly preconditioning

La fase tardiva, invece, comincia a 12-24 ore datimolo iniziale[33, 34]
continua fino a 2-3 giorni [35] ed & caratterizzdtauna riprogrammazione genetica
della cellula che attiva la trascrizione di gemess-responsivi e dalla successiva sintesi
di proteine che conferiscono un fenotipo cardiogttoto [36].
La cardioprotezione conferita dalla fase tardivadto consistente ma, pur avendo una
durata nel tempo maggiore, non € paragonabile Baothee si presenta durante la fase
precoce [37] (Fig.l1.3.1).

Clasgsical

H

SWOP

Degree of Infarct Size Reduction

| | | | |
0 24 48 72 96

Time in Hours

Fig.1.3.1: Diagramma che descrive la natura tempore delle due finestre di precondizionamento.
(da[37])

Malgrado i molti studi effettuati sull’lPC, i meauami che portano come risultato
finale alla protezione d’organo non sono stati aacchiariti del tutto, in particolar
modo per quel che concerne la fase tardiva.

Sia la fase precoce che la tardiva hanno moltetteastiche comuni: in
entrambe lo stimolo ischemico precondizionante gcavil rilascio di una serie di
sostanze che, legandosi a recettori sulla supedigiulare, innescano il meccanismo di
protezione, iniziando una cascata di segnali iethalari. Queste “sostanze-innesco”
(triggers) sembrano essere le stesse in entrambe le formpeeddndizionamento [32,
36, 37].
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Le due fasi, pero, sembrano coinvolgere due diftet#pi di reazione: la fase precoce
comprende reazioni che possono essere completate bneve periodo di tempo come
I'attivazione di canali ionici, I'attivazione tramei fosforilazione di enzimi esistenti, il
rapido ricambio o la traslocazione di sostanze.[32]

La fase tardiva, invece, e caratterizzata da reazibe chiedono un tempo maggiore
come la modulazione genomica e la sintesinovodi svariate proteine tra cui canali
proteici, recettori, enzimi,chaperonesmolecolari, immunotrasmettitori ma anche

modificazioni post-traduzionali e traslocazionetbteine [36].

1.3.2 —Early IPC

Il precondizionamento ischemico si divide in dusi {82]:
. la fase pre-ischemica in cui viene messo in mateeiécanismo cardioprotettivo;
. la fase post-ischemica (che inizia all'instauraiedia riperfusione) in cui agiscono

le molecole responsabili della cardioprotezioneaeiate mediatori).

|.3.2.1 — La fase pre-ischemica

1.3.2.1.1 — Attivazione delle vie di segnale deltardioprotezione

In seqguito allo stimolo precondizionante, sostageali 'adenosina [38], la
bradichinina [39] e gli oppioidi [40] attivano iqyri recettori sulla superficie cellulare,
che agiscono in parallelo dando il via a una serieomplessi segnali intracellulari. E
stato proposto che I'azione di questi recettorialetffetti additivi [41].

Malgrado i tre tipi di recettori agiscano attravende di segnali intracellulari
diverse, si ritiene che abbiano un bersaglio comiemeproteina chinasi Cp(otein
kinase G PKC), una proteina chinasi €alipendente.

E stato suggerito, infatti, che I'adenosina atliviPKC attraverso I'azione delle
fosfolipasi C e D (PLC, PLD) che ricavano il seconchessaggero diacilglicerolo
(diacylglycero] DAG) dai fosfolipidi di membrana [32, 42].

Si ritiene, invece, che i recettori degli oppiotiipendano per la loro azione dalla
transattivazione mediata da metalloproteinasi damettore del fattore di crescita

epidermico (EGFR). EGFR, un recettore tirosin chic@ quando viene attivato dai

16



| — INTRODUZIONE
1.3 — Il Precondizionamento ischemico

suoi ligandi dimerizza e autofosforila residui dosina nel suo dominio intracellulare,
innescando cosi una rete di segnali che portatalbzione dellafosfatidilinositolo-3-
chinasi (PI3K) [43]. Anche la bradichinina agistévando la PI3K ma, sembra, con
un meccanismo indipendente dalla transattivaziehéeGFR.

| passaggi a valle della PI3K sembrano simili sir gli oppioidi che per la
bradichinina: PI3K determina la fosforilazione dktAattraverso chinasi fosfolipide-
dipendenti. Successivamente, Akt fosforilato attiessido nitrico sintasi endoteliale
(eNOS): l'ossido nitrico (NO) prodotto stimola aaswolta la guanilato ciclasi (GC) a
produrre cGMP (Guanosin-monofosfato ciclico) chievatla proteina chinasi G (PKG)
[42-44]. Questa cascata di eventi porta all’attieae della PKC.

1.3.2.1.2 — Coinvolgimento dei ROS

Un altro stimolo coinvolto nel meccanismo proteitidel precondizionamento
ischemico e dato dai ROS: tramite esposizione itcares a radicali dell'ossigeno é stato
possibile mimare gli effetti protettivi dell'lPC $ inoltre sostanze antiossidanti hanno
mostrato di poter abolire la protezione indottaptalcondizionamento ischemico [46].
Studi in cui inibitori della PKC erano in gradoidibire la protezione conferita dai ROS
[46] e studi in cui sostanze antiossidanti non eremgrado di abolire la protezione
conferita da attivatori diretti della PKC [47] imdino che anche i ROS agiscono a
monte della PKC.

Il mitocondrio sembra essere la sorgente primagiaRDS: I'apertura dei canali
mKarp presenti sulla membrana mitocondriale interna péemallo ione potassio {K
di entrare nella matrice attraverso il suo gradiesiéttrochimico [48].

L'ingresso dello ione K & bilanciato dallefflusso di H la conseguente
alcalinizzazione della matrice mitocondriale det@arun aumento della produzione di
anione superossido,.8, e radicali ossidrili da parte del complesso | & ldedella
catena respiratoria mitocondriale [49].

A.D. Costa e colleghi ipotizzano che la PKG promaudapertura dei mirp attivando

le PKC<1, un gruppo di PKG-collocate presso il versante interno della mendoran
mitocondriale, con conseguente produzione di RO8urhento di ROS da un lato
attiva un altro gruppo di PKE-le PKCe2, che inibiscono I'apertura degli mPTP e
proteggono il cuore, dall’altro continua ad attevda PKCel che mantiene aperto |l
canale mkp[48, 49].
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Nel cuore, oltre ai mitocondri, sono presenti altmreti di ROS che possono essere
coinvolte nellIPC: ad esempio, la NADPH ossidas][

[.3.2.1.3 — Il ruolo della PKC

Il coinvolgimento della PKC nellIPC é stato detémato grazie a esperimenti in
cui utilizzando inibitori delle PKC si aboliva la rqiezione conferita dal
precondizionamento ischemico [51].

Non é ancora stato chiarito del tutto pero quadéoisna di PKC sia mediatrice
degli effetti protettivi.

L'isoforma “¢” ha mostrato di essere necessaria e sufficientandurre la
cardioprotezione: tverespressione cardiaco-specifica di PKCenferisce protezione
dal danno da ischemia/riperfusione [52]. Inoltréjvatori selettivi e inibitori della
PKC-< hanno mostrato, rispettivamente, di proteggerecubre e di abolire il
precondizionamento ischemico o farmacologico inevgpecie animali [53-54].

Invece, la funzione della PKE&-e piu controversa: ricerche condotte fin'ora hanno
indicato che l'azione della PKE&-durante la riperfusione inasprisce il danno [55]
mentre ['attivazione dell'enzima durante il precaohamento puo indurre
cardioprotezione [56].

Non é stato pero ancora chiarito del tutto comPHKa& eserciti la sua funzione
protettiva. La PKC, infatti, pud0 modulare, diretiame o indirettamente, componenti
associate alle membrane mitocondriali quali mPERat mKarp, BAX/BAD e Bcl-2
[48, 57, 58].

Il gruppo di J.M. Downey ha proposto un meccanist@zione per la PKC che
coinvolge, a monte, l'azione dei recettori dell’adsina: secondo questo modello la
PKC aumenta la sensibilitd dei recettori a basaitaf dell’'adenosina A (A2,AR) in
modo che possano essere attivati dall’'adenosinagema rilasciata dai cardiomiociti
danneggiati e i recettori /AR attivano, a loro volta, chinasi responsabili lael

sopravvivenza cellulare tra cui PI3K, Akt ed ErR].3
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[.3.2.1.4 — Il ruolo della PKA

E stato anche rilevato che alti livelli di cCAMP @mbsina monofosfato ciclica) e,
di conseguenza, l'attivazione della PKA (proteina@nasi A) sono coinvolti nella
cardioproteziona indotta dal precondizionamentbastico ma sono indipendenti dalla
PKC [59, 60].
Inoltre, Sanada S. e colleghi hanno mostrato clmeitcanismo cardioprotettivo della

PKA prevede l'inibizione della chinasi Rho [59].

1.3.1.2 — La fase post-ischemica

Dati forniti da D.J. Hausenloy e colleghi indicacite I'lPC esercita la sua azione
protettiva al momento della riperfusione attivaridovie di segnale della PI3K/Akt e
delle tirosin chinasi MEK1/2 e Erk1/2. | ricercattyanno chiamato PI3K, Akt e Erk
“reperfusion injury survival kinas€RISK) [61].

E stato inoltre dimostrato lo stretto legame teaibne di queste chinasi e la formazione
di mPTP: si ritiene, infatti, che le RISK agiscam@venendo la formazione di mPTP
nel cuore riperfuso, che € una causa determinani@odte cellulare [62]. Infatti,
prevenire l'apertura degli mPTP - strategia che risiene alla base della
cardioprotezione indotta dall'lPC — limita la dinseone dell'infarto miocardico del 40-
50% [63].

Altri due enzimi collegati agli mPTP sono la PKCe la GSK3B (Glycogen
synthase kinasef® La PKCe2 ha mostrato di agire inibendo la formazione degli
mPTP [49], mentre l'inattivazione della GSK®uo inibire fortemente la formazione
degli mPTP nei miociti [64]. La GSK3 e, infatti, un mediatore importante del
precondizionamento ischemico [65] e farmacologindoito da oppiodi [66] o da
attivatori dei canali mikrp [49] ed e in grado di offrire una protezione imra¢a o
tardiva. Inoltre agisce come effettore della cgodivezione indotta dalla via di segnale
Wnt/Frizzled [67].
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.3.3. —Late IPC

Nel 1993 e stato dimostrato per la prima volta wdelli animali che I'lPC era in
grado di conferire cardioprotezione anche a 24 dredistanza dallo stimolo
precondizionante, che esisteva quindi una faseting “ritardata” [33, 34].

L'IPC tardiva puo proteggere il cuore dall'infartmiocardico ma anche dallo
stordimento miocardico, dall’aritmia e dalle distioni endoteliali [68].
La fase tardiva del precondizionamento ischemiaogasere generata da [69]:
. stimoli fisiopatologici
quali I'ischemia, lo stress cardiaco, I'esercizgido e l'ipossia;
. stimoli farmacologici costituiti da

o molecole naturali potenzialmente nocive, quali detossina,
l'interleuchina-1, il fattore di necrosi tumorake(TNF-o), il TNF-B, il
fattore inibente la leucemia (LIF), e i ROS;

o farmaci applicabili clinicamente, quali gli agen#ipaci di rilasciare NO,
gli agonisti del recettore dell’adenosina, i detindelle endotossine, gli
stimolatori dei canali Krp, gli agonisti dei recettori adrenergici-e gli
agonisti dei recettori oppioidi.

Dalla sua prima descrizione, la fase tardiva deCle stata ampiamente studiata e sono
state delineate le vie di segnale che la carat@miz. La fase tardiva € iniziata da
molecole generate durante lo stimolo precondizimahe mettono in moto i complessi
meccanismi protettivi attivando i corrispondenttetori sulla superficie cellulare. Le
sostanze attivatrici reclutano dei mediatori précolse sono in genere protein chinasi,
le quali, a loro volta, attivano fattori di trasadne. A 12-24 ore dallo stimolo
precondizionante, I'attivazione dei fattori di ttagione ha come conseguenza la sintesi
de novodi proteine, i mediatori distali, che proteggohcuore nelle successive 24-72
ore, agendo su degli effettori finali che interveng al momento dell’'infarto (Fig.l.3.2).
Alcuni fattori sono difficili da classificare pereh esprimono funzioni che si

sovrappongono in una o piu di queste categorieq8p,
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Fig.1.3.2: Schema riepilogativo della fase tardivalel precondizionamento ischemico.
(a) attivazione delle vie di segnale cardioprotettie da parte dello stimolo precondizionante
ischemico, (b) finestra protettiva.

(da [36])

Gli attivatori, i mediatori precoci (Tab.l.3.1) écani effettori finali sono comuni sia

nella fase tardiva che nella precoce del precoodanento ischemico.

Attivatori adenosina, oppioidi, bradichinina, citochine pri@infmatorie
(TNF-a, IL-6, ecc...), ROS, NO e eNOS, acido solfidrico$H
Mediatori precoci PKC, tirosin chinasi, MAP chinasi (tra cui ERK1{38 MAPK e
JNK), via di segnale PI3K-Akt.

Tab.1.3.1: Attivatori e mediatori precoci della fase tardiva del precondizionamento ischemico.

1.3.3.1 — Fattori di trascrizione attivati durante la late IPC

Tra i fattori di trascrizione attivati durante ITPtardiva troviamo:
. NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of actacB cell
Y.T. Xuan e colleghi hanno determinato che in sega IPC NF-kB viene

attivato e si lega al DNA [70] e che l'azione diegto fattore di trascrizione
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dipende dalla formazione di NO, ROS e dalla atiwae di vie di segnale PKC e
tirosin chinasi dipendenti. Il ruolo del’NF-kB éaso confermato, inoltre, da studi
in cui il precondizionamento tardivo era indotto stanolatori del canale ip
mitocondriale [71] o dall’'attivazione dei recett&8 dell’adenosina [72].

AP-1 (Activator protein-)

AP-1 e un eterodimero composto dai fattori di tri@sene c-Jun e c-Fos che sono
stati associati al precondizionamento ischemiadivarindotto da TNF [73].

E stato dimostrato, inoltre, che durante la faséita dell'lPC, e spesso insieme
al’NF-kB, aumenta lattivita di AP-1 e il suo legre al DNA attraverso I'azione
di PKC-=, Erk1/2 e INK MAPK [74].

STAT 1/3 Signal transducers and activators of transcriptiiB)

STAT 1/3 possono essere attivati tramite la chind&K1/2 attraverso
fosforilazione di residui tirosinici oppure dallascata di segnali PKERaf1-
MEK1/2-Erk1/2, attraverso la fosforilazione di s serinici, e sono implicati
nella trascrizione e sintesi dei mediatori distiil'IPC tardiva iINOS e COX-2
[75, 76].

HIF-1a (Hypoxia-inducible factor-d)

HIF-1a € un fattore di trascrizione sensibile all'ossigieim condizioni di ipossia
si accumula e trasloca nel nucleo dove dimerizraHié-- e si lega a specifiche
sequenze presenti nei promotori dei geni bersaglo stabilizzazione [77] o
I'over-espressione di HIFel [78] € cardioprotettiva e questo effetto e stato
attribuito all’attivazione di una serie di fattdra cui I'EPO (eritropoietina) [79],
HO-1 (eme ossigenasi-1) [80] e INOS (ossido nitardasi inducibile) [77].

1.3.3.2 — Mediatori distali dellalate IPC

| mediatori distali dell'lPC tardiva sono:

MnSOD (mitochondrial manganese superoxide dismytase

MnSOD e un enzima endogeno antiossidante che zadala dismutazione del
radicale superossido in ossigeno e perossido odgéro. Grazie a studi in cui era
inibita la trascrizione di MnSOD é stato possilm@fermarne il coinvolgimento

nella cardiopotezione tardiva dovuta a IPC [81],slaock termico [82] e

all'attivazione del recettore Al dell’adenosina][83
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HSPs Heat stress proteins

Le HSPs sono state collegate per la prima volta edrdioprotezione tardiva
indotta da IPC dal gruppo di D.M. Yellon [33] cha hilevato un aumento
del’lHSP70 e del’lHSP60 a 24 ore dallo stimolo predizionante.

La sovraregolazione di HSP70 ha dimostrato di miedia cardioprotezione
tardiva indotta da oppioidi nei cardiomiociti isbla sottoposti a
ischemia/riperfusione [84]. Il ruolo di HSP70 comeediatore distale e pero
risultato controverso in modelh vivo [85, 86].

INOS (nducible Nitrix Oxide Synthaye

E stato proposto che I'lPC induca una rispostashitain termini di attivazione
delle NOS: eNOS sarebbe responsabile della prodeziell’'ossido nitrico nella
fase di avvio del precondizionamento [87], mentOE €& considerata un
mediatore distale della fase tardiva dell'lPC [88].

Il meccanismo attraverso cui INOS é trascritto &ostampiamente studiato e
include [lattivazione del recettore Al delladenwsi[89], ROS, NO [90]
mediatori precoci quali la PKC [87] e potenzialiettori finali, tra cui gli mPTP
[91]. INOS interagisce anche con COX-2 [92].

COX-2 (Cyclo-oxygenase)2

COX-2, in condizioni di stress, genera prostaglaediatalizzando la conversione
di acido arachidonico.

E stato dimostrato che nell'lPC tardiva COX-2 ps8axiarsi ed essere modulata
da INOS [75, 92], ma il meccanismo che porta dlVarzione di COX-2 sembra
differire da quello di iINOS in quanto include laavlAK1/2-STAT1/3 [75], la
cascata di segnali PKERafl-MEK1/2-Erk1/2-STAT1/3 [76] e NF-kB. Inoltre
non sembra coinvolgere NO o ROS [92].

AR (Aldose reductage

L'aldeide reduttasi € un enzima che metabolizzaal@eidi citotossiche di
derivazione lipidica che possono essere generdite steess ossidativo durante il
danno da ischemia/riperfusione.

E stato dimostrato un aumento dell'attivita dell’ ARcorrispondenza dell’effetto
protettivo determinato da precondizionamento iségbem e che [l'inibizione

farmacologica dell’AR abolisce la cardioprotezigh&6].
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HO-1 Heme oxygenaser1

L’eme ossigenasi-1 € una proteina antiossidantentinf@ammatoria stress
inducibile. G. Jancso e colleghi, utilizzando candiociti neonatali di ratto, hanno
determinato che il precondizionamento ischemico aomécologico tramite
adenosina, epinefrina e oppioidi conferisce camitgzione, aumento
dell’'espressione di HO-1 e che questi effetti dtotiepossono essere bloccati dal
sileziamento del’HO-1 [94].

1.3.3.3 — Effettori finali della late IPC

Gli effettori finali che agiscono al momento deifarto sono:

La via di segnale RISKr¢perfusion injury salvage kinase

Le RISK sono un gruppo di chinasi, di cui fannot@akkt e Erk1/2, che quando
attivate all'inizio della riperfusione inducono ur@busta cardioprotezione [61].

| canali Katp

In ambito scientifico si & concordi nel ritenere canali mKyrp dei
mediatori/effettori finali della cardioprotezioneraomento dell’infarto. Infatti la
gibenclamide (un inibitore del canalet& non specifico) e il 5-idrossidecanoato
(5-HD, un antagonista del canale @K) hanno mostrato in svariati studi di
inibire gli effetti protettivi della fase tardivdel precondizionamento ischemico e
farmacologico indotto da diverse sostanze tra agonssti del recettore Al
dell’adenosina, agonisti dei recettori oppioidic.e¢36]. Inoltre I'apertura del
canale krp mediata da agenti farmacologici € in grado anch@rdvenire il
rimodellamento cardiaco dovuto a stimoli cronicnnschemici [95].

| canali del Ktp hanno mostrato perdo di comportarsi in un contedito
precondizionamento tardivo anche come attivatdiodgimolo protettivo. Infatti
H.H. Patel e collaboratori hanno determinato che inibitore dei canali
sarcolemmici Krp, somministrato prima dello stimolo precondiziorea®ta in
grado di abolire gli effetti cardioprotettivi dellafase tardiva del
precondizionamento ischemico e farmacologico. @S ricercatori, utilizzando
un inibitore specifico per i canali mks, hanno pero escluso un ruolo da

attivatore per questo tipo di canale [96].
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Ulteriori studi, pero, non sono riusciti ad escleldel tutto il coinvolgimento dei
mKatp dal ruolo di attivatori dello stimolo protettiv86].

. | canali Keao+
Si ritene che i canali del potassio “Gdipendenti possano mediare la
cardioprotezione promuovendo laumento dell'influsso di potassio nel
mitocondrio [97]. Nel topo é stato dimostrato clesbmministrazione di uno
specifico attivatore del canale:k. era in grado di indurre effetti cardioprotettivi
precoci e tardivi, con un meccanismo NOS-indipetel§98].

. mPTP
Alcuni studi hanno associato linibizione dell’apea dei mPTP al momento
della riperfusione con gli effetti cardioprotettidella fase tardiva dell’'lPC [99] e
del precondizionamento indotto da CCPA, un agonid& recettore Al
dell'adenosina [100]. In un altro studio e statmdstrato, in un modello murino,
che I'over-espressione cardiaco specifica di iIN@&iwinava una diminuzione
della dimensione dell'infarto, una minore produsordi ROS durante
I'ischemia/riperfusione ma soprattutto l'inibiziortell'apertura degli mPTP nel

cuore riperfuso [91].

[.3.4 — Limitazioni dell'lPC

Il precondizionamento ischemico ha effetti cardaiettivi molto importanti che
pero possono essere condizionati da moltepliciatira cui il genere e I'eta [36, 101].
In particolare, 'aumento d’eta riduce gli effettell'lPC e del precondizionamento
farmacologico con adenosine e oppioidi. Questoo fattassai rilevante per quanto
riguarda una futura applicazione clinica dell'lRCquanto la maggioranza dei pazienti
che necessitano di una terapia cardioprotettivaoioca nella fascia d'eta anziana
[101].

Altri fattori che influenzano negativamente I'efiiia dell'lPC sono gli eventuali
stati patologici preesistenti nel paziente, qualabdte, sindrome metabolica,
aterosclerosi coronarica, dislipidemia, ipertensjoipertrofia ventricolare sinistra,
rimodellamento postinfartuale e ischemia miocardicanica [36].

Un altro aspetto di cui tenere conto € che il pné&zonamento ischemico é

sensibile a prodotti farmaceutici comuni che poesonterferire con le sue vie di
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segnale. | farmaci che interferiscono con [I'IPC ludono, ad esempio, gli
antinfiammatori non steroidei e le sulfanilureegloemizzanti [101].

1.3.5 — Applicazioni cliniche dell'lPC

In seqguito alla scoperta dell'lPC in ambito scigodi si sono moltiplicate le
ricerche volte a elucidare i meccanismi alla basepdecondizionamento ischemico e a
trasferire questo tipo di trattamento nella pratitaica a beneficio dei pazienti.
Malgrado i promettenti risultati in termini di caogrotezione, il precondizionamento
ischemico non é risultato facilmente applicabileambito clinico per due principali
motivi: la tempistica e l'invasivita della procedur
La necessita di intervenire prima dell'insorgenedl’idsulto ischemico restringe la sua
potenziale utilita clinica ad alcuni specifici seeindove questo evento pu0 essere
chiaramente previsto: angioplastica coronaricaerventi chirurgici quali bypass aorto-
coronarico e trapianto cardiaco.

Relativamente alla tempistica, una possibile adttwva all’'lPC e fornita da
tecniche che sono state proposte piu recentemdntger-condizionamento per-
conditioning e il post-condizionament@@st-conditioning, in cui lo stimolo ischemico
condizionante € somministrato, rispettivamentesdaguito all’instaurarsi dell'ischemia
o nei primi minuti della riperfusione [102].

Per i pazienti che invece devono intraprendere galaxe chirurgiche pianificando il
momento del danno ischemico, e che possono quiedeflziare dell'lPC, possibili
alternative all'invasivita della procedura classgzno fornite dal precondizionamento
ischemico remoto - tecnica in cui lo stimolo predizionate € applicato in zone al di
fuori del distretto che verra colpito dall'ischemia dalla terapia farmacologica.

Per quanto riguarda la terapia farmacologica, lladscoperta dell'lPC si sono
studiati molto i meccanismi che la caratterizzaapigentificare sostanze che attivino le
medesime (0 equivalenti) vie di segnale. In questdesto gli oppioidi e i loro recettori
hanno mostrato di avere un ruolo cardioprotettivpartante e di essere coinvolti nel
precondizionamento ischemico, pertanto possonaeessasiderati candidati ideali per

lo sviluppo di una strategia terapeutica farmadolg alternativa all'lPC.
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|.4 — Sistemi endorfinergici: peptidi e recettori

oppioidi endogeni

1.4.1 — Peptidi oppioidi endogeni

Con il termine generico di “oppioidi” si indicarsmstanze (naturali o sintetiche)
che agiscono a livello dei recettori oppioidi e chedducono alcuni degli effetti
farmacologici (quali ad esempio gli effetti analiggspresentati dall'oppio e dal suo
costituente principale, la morfina.

| peptidi oppioidi endogeni sono stati scopertilnagni '70 durante le ricerche
volte a individuare composti endogeni capaci di arengli effetti della morfina e sono
una importante categoria di neurotrasmettitori.
La famiglia degli oppioidi endogeni conta piu di @éptidi che spaziano dai cinque ai
trentuno residui amminoacidici di lunghezza ed lwainncomune una sequenza ammino
terminale composta dagli amminoacidi tirosina-gliéclicina-fenilalanina-
metionina/leucina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met/Leu) che ldamata “motivo oppioide” e che
corrisponde all’esatta sequenza della Met-Encefakn della Leu-Encefalina [103]
(Fig.1.4.1).

Eeycineg |}11k|,-|3'n:3|i|'| m::.@ Armuno acad properties
Methionine enkephalin MDD @ Hydrophobic
@ Tolar, uncharged
pnsopin GODSTOSOOODODDOVOTOOOOIOCCOBDD  ® -

‘“MOTIVO OPPIOIDE”

Fig.l.4.1: “Motivo oppioide” comune nei peptidi oppioidi endogeni.
(da [104], modificata).

Tra le componenti principali della famiglia degjpmoidi endogeni troviamo le
endorfine, le encefaline e le dinorfine .
Ognuna di queste tre classi deriva da un precusgmeifico codificato da geni distinti.
Il precursore € inattivo ed é sintetizzato in fordigre-propeptide. La sequenza “pre”
serve ad indirizzare il propeptide attraverso lantana del reticolo endoplasmatico
rugoso (RER) ed e clivata da enzimi specifici dlaado cosi il propeptide nelle
cisterne del RER. Il propeptide e traslocato quindil’apparato del Golgi dove e

impacchettato in granuli secretori. | neuropeptadiivi derivano da una ulteriore
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proteolisi del propeptide e da eventuali modificazi post-trasduzionali quali

I'acetilazione (Fig.1.4.2).

Signal
peptide Pre-proenkephalin A

Pre-propeptide ]| 113 | | I | ]

Proenkephalin A ¢

Propeptide & - . . . .

Active peptides @@ @ @ o &
_

Met-enkephalin
Met-enkephalin - Leu-enkephalin

Fig.l.4.2: Rappresentazione schematica del processanto dei pre-propettidi oppioidi.
(da [104], modificata).

| precursori specifici di queste tre classi sono:
. per le endorfine... la pro-opiomelanocortina (POMG#¢ contiene le sequenze
0 del peptide oppioidB-endorfina;
o degli ormoni adrenocorticotropina (ACTHJ);lipotropina e gli ormoni
stimolanti i melanociti, B ey.
| derivati della POMC sono presenti nell'adenoipbficellule corticotrofe), nel
lobo intermedio dell'ipofisi e in vari gruppi di aeoni centrali e periferici;
. per le encefaline... la proencefalina che contiene
o copie multiple della Met-Encefalina, la cui sequeramminoacidica é
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met;
o due forme estese di Met-Encefalina: I'eptapeptidet-Encefalina-Arg-
Phe (MEAP) e I'octapeptide Met-Encefalina-Arg-Gled,
0 una singola copia di Leu-Encefalina, la cui seqaeamminoacidica e
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu.
| derivati della proencefalina sono presenti sdptet nella midollare del surrene;
. per le dinorfine... la prodinorfina che codifica per
o la Dinorfina A, la cui sequenza amminoacidica e
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-Ly3 rp-Asp-Asn-Gin
o la Dinorfina B, la cui sequenza amminoacidica e
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-Phe-Lys-Val-Val-Thr
o le a-/B-neo-endorfina, le cui sequenze amminoacidiche sono
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-ProtLys.
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| derivati della prodinorfina sono particolarmemtiebondanti nel lobo ipofisario

posteriore, ma presenti in vari nuclei cerebrati Beuroni periferici.
| peptidi oppioidi, a livello del sistema nervosentrale, hanno un’azione analgesica,
deprimono il respiro, inducono catatonia e stimolda produzione di prolattina. A
livello periferico, invece, causano la riduzionellalesecrezione gastrica acida e
rallentano il processo digestivo allungando lo saoeento gastrico e il transito
intestinale. 16 agonisti, oltre all’analgesia spinale, hanno naietdi poter causare una
potente stimolazione dell'attivita locomotoria,séblgere un’azione antidepressiva e di
avere possibili effetti immunomodulatori. | receito vengono chiamati in causa anche
nell'analgesia e nella sedazione. [104-107].

Un’area che negli anni ha suscitato sempre maggioteresse per la sua
importanza clinica riguarda il ruolo degli oppiqgidiia dei composti endogeni che di
sintesi, nel limitare la patogenesi del danno dagmia/riperfusione.

Le cellule miocardiche sono in grado di sintetiezé tre principali classi di
peptidi oppioidi endogeni [108-109], di immagazzlnd 10] e, soprattutto, di rilasciare
peptidi oppioidi - incluse la Met-Encefalina e lau-Encefalina - sia durante I'ischemia
del miocardio [111-113], sia durante il precondm@mento ischemico.

Infatti, K.E. Jackson e colleghi hanno dimostrataun modello animale che, in seguito
all'applicazione nel nodo seno-atriale di quattidi @i dieci minuti di ischemia seguiti
da dieci minuti di riperfusione, si poteva rilevara aumento del rilascio di MEAP

durante la fase ischemica, con un ritorno ai livedkali durante la riperfusione [114].

1.4.2 — Recettori oppioidi

Gli effetti degli oppioidi sono mediati attraverBattivazione di recettori oppiodi
(opioid receptorsORs), una famiglia costituita da recettori accapm proteina GG
protein coupled receptoy$SPCRS).

I GPCR sono presenti sulla membrana plasmaticay $mmnati da un’unica catena
composta da d-eliche transmembrana, con un dominio extracekulsterminale di

lunghezza variabile e un dominio intracellulare e@xtinale e agiscono attivando la
proteina G a loro accoppiata. In particolare i t&ce oppioidi sono associati a una
proteina di tipo inibitorio (G), la quale blocca lI'enzima adenilato ciclasi

interrompendo cosi la produzione di CAMP e in masoninore attiva la via di segnale
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della fosfolipasi C, e interagiscono con i canalidari aumentando la conduttanza al

potassio e riducendo la conduttanza al calcio (Bi§).

T-transmembrane
(i-protein coupled
receplor
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.
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Adenylate
Cyclase
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Fig.1.4.3: Struttura dei recettori oppioidi e meccanismo d’azione accoppiato alla proteina G.

(da [115])

Nel sistema nervoso centrale (SNC) e perifericopsstati identificati diversi sottotipi

di recettori oppioidi, i tre principali sono:

I recettorid, delta ¢-opioid receptor DOP), che si suddividono nei due sottotipi
01 € 6,. Oltre che nell’'SNC si localizzano anche in teisgatiferici quali polmoni,
ghiandole surrenaliche, stomaco, intestino, ren&amorgani sessuali e cuore
dove risultano piu abbondanti rispetto a tuttiadiii organi [116, 117]

I recettorik, kappa £-opioid receptor KOP) che si suddividono nei tre sottotipi
K1, K2 € k3. Studi di distribuzione del recettore effettuativiarie specie mostrano
che KOP é espresso in grande quantita nel cereetibhe puo essere rilevato a
livello cardiacd118];

i recettori i, mu |{-opioid receptor MOP), cosi definiti perché capaci di legare
selettivamente la morfina, che si suddividono reesbttotipi 4, o, € k.

Si localizzano a livello del sistema nervoso cdatreei gangli basali e nel talamo,
aree del cervello associate con le vie del dold&B]. | MOP sono espressi
ampiamente anche in tessuti periferici quali polmantestino, ghiandole

surrenaliche, rene e milza [116].
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| peptidi oppioidi si legano ai recettori oppiodirc affinita diverse: i recettori delta
hanno alta affinita di legame con le encefalindigiindo primario dei kappa sono le
dinorfine, i recettori mu invece hanno alta affininell’'ordine, per Ig-endorfina, le
encefaline e bassa affinita per le dinorfine. Oétr@eptidi oppioidi endogeni i recettori
oppioidi sono in grado di legare anche una vasia deagonisti e antagonisti naturali 0
sintetici (Tab.1.4.1).

recettore
Ligandi endogeni:
B-endorfina p=6>>k
Met-Eencefalina
Leu-Encefalina
Dinorfina A/B  k>>>1>0
Ligandi sintetici:
Agonisti
Morfina u>>>6~ «
Antagonisti
Naloxone pu>6~k

Tab.l.4.1: Affinita di oppioidi endogeni e sintetid verso i recettori oppioidi.
(da[115, 118))

S>u>>>k

| recettori oppioidi hanno mostrato di poter meedia regolare le funzioni
cardiovascolari sia in situazioni fisiologiche gtegologiche [118, 120, 121] e sono stati
localizzati nel sistema nervoso centrale e pedfepresso le estremita presinaptiche dei
nervi autonomi a contatto con i miociti cardiaciud effettuati sui miociti cardiaci di
ratto, inoltre, hanno indicato la presenza deitteded e x nei cardiomiociti ventricolari
[120]. In linea con questi dati C. Ventura e cdiielganno dimostrato che i recettére
K, ma non iy, sono presenti sulle membrane sarcolemmali isaateuori di ratto
[122].
In generale DOP é risultato essere il sottotip@déttore prevalente individuato [116].
Studi di localizzazione del recettareindicano che questo sottotipo non e espresso nel
tessuto cardiaco [116]. Di conseguenza, si e indagjaneno il ruolo che MOP esercita
nelle funzioni cardiache e cardiovascolari. M. KigBley, in una esaustivaview del
2002, sostiene come forse siano necessarie uitegerche volte a determinare se |l
recettoreu sia totalmente assente nel cuore. Infatti ancheadosse possibile rilevarlo
sulla superficie dei miociti atriali o ventricolagotrebbe essere presente nelle
innervazioni cardiache o sulle cellule endotelilgila vascolatura cardiaca e I'eventuale
individuazione di questi recettori sulla vascolatucoronarica potrebbe fornire

informazioni di importanza terapeutica [118].
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|.4.3 — Recettori oppioidi e cardioprotezione

Alcuni studi hanno indicato che gli agonisti oppigiin particolare ik agonisti,
possono avere un effetto antiaritmogenico, agenlileebo dei canali cardiaci del Na
K* o C&". La modulazione di questi canali ionici avverrelsiiee con un meccanismo
recettore indipendente sia attraverso I'aziong@ettori oppioidi, i quali regolerebbero
direttamente i canali ionici attraverso l'interazéo con le proteine G a cui sono
accoppiati [121].

L’attivazione dei recettori oppioidi ha soprattuttisnostrato di poter preservare la
cellula dal danno da ischemia/riperfusione in maitidelli sistemici tra cui l'intestino,
il muscolo scheletrico, il sistema nervoso centeallemiocardio [121].

Negli anni, infatti, un numero sempre maggioreicknche ha indicato che I'attivazione
esogena dei recettori oppioidi € cardioprotettiva

| recettori oppioidi hanno mostrato, in vari modatimali, di essere molto importanti
per la cardioprotezione indotta da precondiziondméarmacologico [123] e da IPC,
sia nella fase precoce [40] che nella tardiva [124]

Svariati studi sperimentali hanno messo in luceadhtributo che ciascun tipo di
recettore oppioidexf 6- p-) offre nel proteggere i miociti cardiaci in modiretto
[125], remoto [126] o secondario agendo sul sistearaoso centrale [127].

Sono pochi i dubbi nella comunita scientifica rigi@all’efficacia dell’attivazione dei
recettori oppioidi nel promuovere nella cellula ustato tollerante all’ischemia, con
I'attivazione sia del sottotipd che x considerata cardioprotettiva. Le indicazioni
riguardo al tipo e al sottotipo di recettore priraarente responsabile degli effetti

benefici degli oppioidi sul cuore, pero, sono aaadiscordanti.

1.4.3.1 — Recettored e cardioprotezione

Storicamente, dati ottenuti nella seconda meta degii '90 e all’inizio del 2000
su modelli animali [40, 128, 129] hanno indicate ali oppioidi endogeni esercitano
effetti protettivi nell'lPC attraverso l'attivaziendei recettori oppioidi.

Nel 1997, infatti, J.J. Schultz e colleghi hannmastrato per la prima volta che un
agonista esogeno degli oppioidi, la morfina, era grado di mimare [Ieffetto
cardioprotettivo del precondizionamento ischemit®80] agendo attraverso il recettore
3.
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Successivamente Takashi Y. e colleghi, utilizzasdodiomiociti adulti di coniglio,
hanno cercato di determinare quale oppioide endodgesse responsabile per la
protezione osservata durante e in seguito a IPQ][@3hanno indicato le encefaline
come i pill promettenti promotori ed effettori déliC. Anche DADLE [D-Ala? D-
Lew]-Enkephalif), agonista generico del recett@eha mostrato di essere in grado di
proteggere cuori isolati di ratto dall'ischemiaérfusione, attraverso la stimolazione del
recettore [132].

Non e stato ancora chiarito del tutto, pero, qualiotipo di recettoré oppiode
sia il principale responsabile della risposta ptiv&: alcuni studi effettuati su modelli
di ratto e suino, utilizzando agonisti - quali DFBP(D-Pefi®)-encefalina — o
antagonisti selettivi dei recettow, indicano questo sottotipo di recettore come
cardioprotettivo [133-135]. Altri ricercatori, udzando agonisti esogeni selettivi quali
la variante D della deltorfina, indicano ancheotitstipo 6, come cardioprotettivo [135].
Questo dato e stato confermato recentemantiro ein vivo. H. Shen e colleghi hanno
mostrato in cardiomiociti neonatali di ratto |'atie protettivo dell’agonistéa, deltorfina
E, ma non quello deb; selettivo DPDPE, nel contrastare il danno da I1R6].
Similmente, il gruppo di S.A. Brown, utilizzandolaefina 1l e DPDPE in un modello
animale di infarto miocardico, ha indicato come ragati chiave della cardioprotezione
| recettorié, periferici e non b, [137, 138].

Complessivamente, gli studi fino ad ora eseguitlicano che la stimolazione del
sottotipo 8; e/o &, aumenta la tolleranza del miocardio al danno da
ischemia/riperfusione: il meccanismo preciso eolalizzazione (centrale o periferica)
di questi recettori perd non sono ancora statirithjgerfettamente e dovranno essere
approfonditi in futuro.

Anche il modello animale utilizzato per determingtieeffetti dei recettori oppioidi puo
fornire indicazioni diverse riguardo a quale tipoi decettore conferisca
cardioprotezione. Ad es. l'agonista del recett®@rBADLE ha mostrato di essere in
grado di proteggere cuori isolati di ratto dal dadlia ischemia/riperfusione attraverso la
stimolazione del recettore [132], ma in un altradsd effettuato sul maiale non ha

mostrato un effetto cardioprotettivo [135].
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1.4.3.2 — Recettorex e cardioprotezione

Mentre nella letteratura scientifica sono presemtitissimi studi che indicano il
recettored come il piu importante per I'lPC, i dati sulla eamita del recettore di
regolare la tolleranza cardiaca all'ischemia/ripsidne sono piu discordanti.
Originariamente J.E. Schultz e colleghi hanno ditrado, utilizzando antagonisti
selettivi, che i recettork e g non sono coinvolti nel precondizionamento escico
[139]. Addirittura alcuni studi indicano che l'atéizione dei recettor oppioidi possa
esacerbare il danno da ischemia/riperfusione naii cli ratto isolati e riperfusi [140].
Anche altri ricercatori hanno mostrato che l'atiwme del recettorec durante il
precondizionamento farmacologico accentua il dadaol/R in vivo promuovendo
aritmie [141].

Questi dati negativi sono in contrasto con studé tlanno determinato che la
stimolazione dei recettok possa aumentare la tolleranza delle cellule ceindiaal
danno da ischemia (anossia) e alla riperfusiomsgigenazione) sia in modeilh vitro
[142-144] chen vivo[145, 146].

Per quanto riguarda il rapporto tra recettoroppioidi e aritmie, G.Y. Wang e
colleghi nel 2001 hanno mostrato che questi recattediano I'effetto protettivo del
precondizionamento ischemico non solo limitando diemensione dell'infarto ma
contrastando anche l'aritmia indotta dall'ischenmegntre I'azione dei recettaiiagisce
soltanto a livello della dimensione dell'infartodd]. Secondo questo [147] ed altri studi
[148] sia la PKC che i canaliA¢ mitocondriali mediano I'effetto cardioprotettiveid
recettori k a livello dell'infarto. Questa tendenza é stata confermata anche da A.
Valtachanova-Matchouganska e colleghi, i quali doai piu tardi riportano che sia i
recettorid chek sono coinvolti nellIPC ma che esercitano al suerno effetti diversi:
I'azione di DADLE limita in modo consistente la damsione dell'infarto senza pero
avere effetti significativi sulle aritmie. U-50488ldgonista del recettong non solo
riduce la dimensione dell'infarto ma ha soprattugttetti antiaritmici [149]L’azione
cardioprotettiva e antiaritmica esercitata dai ttecex € riportata anche dal L. Cheng e
colleghi [146].

Alcuni studi hanno indicato inoltre che sia I'attaione pre-ischemica sia I'attivazione
al momento della riperfusione dei recettore in grado di fornire cardioprotezione nel
ratto e nel topo [145, 150, 151].
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1.4.3.3 — Recettoren e cardioprotezione

Poiché i recettori i oppioidi sono considerati asgeei miociti adulti, pochi studi
hanno indagato un loro possibile ruolo nel conéetalleranza all'ischemia. Nel 2004,
pero, Y. Zhang e colleghi hanno dimostrato chentifentanil, un agonista del recettore
W, era in grado di offrire una protezione similelIRC ed hanno ipotizzato che questo
recettore agisca perifericamente e che la sua @ziomprenda l'attenuazione della
risposta infiammatoria, la quale e in grado di edsmre il danno da

ischemia/riperfusione [152].

|.4.4 — Coinvolgimento degli oppioidi nei meccanism
dellIPC

| risultati ottenuti da numerosi studi sperimenialilicano che I'attivazione dei
recettori oppioidi € in grado di attenuare siaikfuhzione contrattile che lo sviluppo di
infarto miocardico in seguito ad un danno da isdaéiperfusione. Inoltre il recettor®e
e il recettorex oppioide hanno mostrato di poter conferire unagaione sia in fase
acuta che in una fase tardiva e che questo efettediato attraverso vie dignaling
simili a quelle ritenute responsabili della faseitace tardiva del precondizionamento
ischemico [40, 120, 123, 124].

1.4.4.1 —oppioidi e...early IPC

Per quanto riguarda il coinvolgimento degli oppiaidlla fase precoce dell'IPC, e
un dato da anni riconosciuto che I'attivazione reettori degli oppioidi stimoli la via
della PI3K [153, 154], via di segnale fondamentsela cardioprotezione [66].

La cascata di segnali attivata dai recettori ogpiocalca quella dell'lPC.

Recentemente € stato proposto che i recettoppiodi promuovano la transattivazione
del recettore EGFR tramite I'azione di una metploteinasi di membrana. EGFR, una
volta attivato, da il via ad una complessa retesetinali intracellulari reclutando la
tirosin chinasi intracellulare Src con successiitevazione della PI3K e delle MAPK
[43, 154] Tra le MAPK coinvolte a valle del recetodelta oppioide troviamo p38
MAPK ed ERK1/2 (p44/42MAPK) [155],due chinasi che agiscono probabilmente in
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parallelo. L’attivazione di PI3K porta all'attivame di Akt attraverso chinasi
fosfolipide-dipendenti. L'Akt fosforilata, succegamente, attiva eNOS per produrre
ossido nitrico che a sua volta induce la produzidneGMP da parte della guanilato
ciclasi. In questo modo viene stimolata la PKG [42] che agisce a livello dei canali
mitocondriali Katp aprendoli, con conseguente rilascio di ROS [156].

I ROS, agiscono come secondi messaggeri e, a tdta, promuovono l'attivazione di
PKC.

Molti ricercatori hanno riportato che I'attivaziomela traslocazione della PKC ha
un ruolo importante nel mediare il segnale del @nelzionamento indotto da oppioidi.
Alcuni studi infatti hanno mostrato che il bloccelld PKC interrompe le vie di segnale
stimolate dai recettori oppioidi e la protezionéutare che ne deriva; questi primi studi
non sono stati in grado pero di individuare l'ilsof@a di PKC coinvolta in quanto
impiegavano inibitori non selettivi [154, 157].

Gia dalla fine degli anni '90 era stato dimostrakt® nei cuori di ratto I'azione
cardioprotettiva dei recettori oppioidi coinvolgeVattivazione dei canali del kKp
[158].

In seguito é stato confermato in diverse specia chaali mitocondriali del Krp hanno
un ruolo essenziale nella cardioprotezione, siase acuta che tardiva, esercitata dagli
oppioidi [42, 157, 159, 160].

Dati recenti dimostrano che la protezione acutaiatedda recettori oppioidi
durante la fase della riperfusione dipende dalBKPta mTOR(mammalian Target Of
Rapamycih [66] e dalla modulazione della GSHK:3 un mediatore della
cardioprotezione indotta da precondizionamentoestbo [65] e farmacologico [49,
66].
| recettorié oppioidi hanno mostrato, infatti, di promuovengibizione della GSK-B
attraverso fosforilazione da parte di PI3K [66].

Tramite l'inibizione della GSK-8 e la modulazione dei canaliak mitocondriali
questi recettori sono coinvolti, inoltre, con lardiaprotezione indotta dall’inibizione
degli mPTP [49].
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1.4.4.2 —oppioidi e...Late IPC

Sono numerosissimi gli studi che collegano gli oppi alla fase tardiva del
precondizionamento ischemico: R.M. Fryer e colleghilizzando un modellm vivo di
ratto, hanno riportato che I'agonista del recet@r@ AN-67 € in grado di limitare la
dimensione dell'infarto miocardico a distanza dd € 48 ore, ma non di 12 e 72 ore
[161]. Studi successivi hanno dimostrato ancheihwwlgimento del recettone grazie
all'utilizzo dell’agonista specifico U50488H [16263] e del remifentanil (un oppioide
sintetico che agisce presso i tre tipi di recexidi64].

Inoltre, usando un agonista che si lega irrevdrsdmte al recettore,, il fentanil
isotiocianato, la finestra temporale della cardidgzione tardiva € stata estesa a 96 ore
[165].

La fase precoce e la tardiva del precondizionamiscteemico condividono componenti
simili all'interno della cascata di segnali: la pista in acuto e, pero, di natura
postraslazionale, mentre la fase tardiva € dovuaés@onsi trascrizionali.

Anche le vie cardioprotettive di segnale attivate cecettori oppioidi comprendono
elementi comuni alle due fasi dell'lPC, quali:

. ROS

E ben documentato che il rilascio di ROS in segalttrattamento con agonisti

dei recettori oppioidi abbia un ruolo importantd peecondizionamento mediato

da queste molecole [121]. Infatti, il trattamentancantiossidanti quali 'MPG
abolisce la cardioprotezione indotta sia dall’atione del recettore k [166] che

del 6 [42, 160] mediatori precoci della cardioproteziamene PKCe [162, 167],

le MAP chinasi p38 MAPK e ERK1/2 [155] e PI3K [165]

Similmente all'IPC, la protezione tardiva indottagtl oppioidi coinvolge la regolazione
dell’'espressione di mediatori ed effettori distiila cardioprotezione, quali:
. HSP70

Studiin vitro su cardiomiociti di ratto hanno mostrato che I'amalegli oppioidi

e mediata attraverso l'attivazione di HSP70 [84le @ in grado di ripristinare

parzialmente 'omeostasi del calcio intracellulaterata dall’insulto ischemico

[168].

. iINOS [169, 170]
La fase tardiva della cardioprotezione conferitglidappioidi prevede INOS
come mediatore a monte di COX-2 [171, 172].
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. HO-1
G. Jancso e collaboratori hanno mostrato, utilidpacardiomiociti neonatali di
ratto, che la cardioprotezione tardiva indotta gaioidi era riconducibile ad un
aumento della espressione di HO-1 e che [leffettotettivo era abolito
dall'inibizione di HO-1 tramite sSiRNA [94].
. COX-1 e COX-2[171-173]
Anche i canali del Krp sono coinvolti nella cardioprotezione tardiva ittdala oppioidi
sia attraverso il recetto® chex [161, 163]. Inoltre, non solo il canale mitocoradki
Katp [161] ma anche il canale sarcolemmale ha mostraagice nella fase tardiva del
precondizionamento mediato da recettori oppioidi:base ai loro dati Patel H.H. e
colleghi hanno proposto che il canalgriKsarcolemmale agisca da stimolo immediato
della cardioprotezione al momento dello stimolocpralizionante e che il canale
mitocondriale assuma il ruolo di mediatore distdédla cardioprotezione al momento
dell'infarto [36, 96].

1.4.5 — Limiti precondizionamento farmacologico con
oppioidi

L’azione cardioprotettiva esercitata dal precorahiaimento ischemico, sia nella
fase precoce che nella tardiva, € sensibile arfajt@li il genere, I'eta, la compresenza
di altri stati patologici (diabete, ateroscleraBslipidemia, ecc...) [101].

Per quanto concerne il precondizionamento farmgoaboindotto da oppioidi valgono
le stesse indicazioni; utilizzando un modello marin vitro, J.N. Peart e colleghi
suggeriscono che la perdita di cardioprotezioneici@-mediata, rilevabile con
'aumentare dell’eta, sia dovuta ad una diminuzided'attivazione di p38 MAPK e

HSP27 [174], enzimi coinvolti nelle vie di segnaddioprotettive.

Per quanto riguarda la compresenza con altri petlogici, J.S. Qi e colleghi hanno
mostrato, invece, che gli effetti cardioprotettma@usati da agonisti del recettoke

oppioide sono aboliti in ratti soggetti a diabeteldtto con streptozotoicina [175].
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1.5 — Cellule Staminali Mesenchimali umane

Le cellule staminali mesenchimalmésenchymal stem cells mesenchymal
stromal cells, MSCs) sono cellule staminali adulte multipotentie clpossono
differenziare in tessuti di origine mesenchimale.

Le MSC sono state inizialmente isolate da aspotatinidollo osseo grazie alla loro
abilita ad aderire alle piastre di coltura [176hal tempo sono state studiate da molti
gruppi di ricerca [177, 178].

Le MSC derivate da midollo ossebofie marrow human mesenchymal stem .cells
BMhMSCs) hannojn vivo, un ruolo nel supportare la crescita delle celktEminali
ematopoietichehlematopoietic stem cells1SCs) [179], mostrano di essere facilmente
isolabili, non sono immortali, ma hanno un alto guatiale di espansione, stabilita
genetica, capacita proliferativa e potenziale rindtare [178, 180].

Inoltre, sono cellule che rilasciano citochine dtdia di crescita che stimolano

meccanismi endogeni di riparo [181, 182].

|.5.1 — Caratterizzazione delle MSC

Non esiste un’indicazione antigenica né un testarsale - come la positivita a
CD34 e il saggio di ripopolazione per le HSC - definire e classificare una cellula
come staminale mesenchimale, quindi si studia ldgatomia in coltura insieme ad un
consistente set di proteine marker di superficie.

. Morfologia in coltura

Le MSC possiedono la capacita di aderire alla glase mostrano una

caratteristica forma fibroblastoide ben stesa #dume [183] (Fig.l.5.1).
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Fig.1.5.1: Cellule MSC in coltura (da [180]).
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. Marker fenotipici

Non esiste un singolo marker che definisca le Mi&&ellule devono esprimere
una determinata serie di molecole: Pittenger eabolatori [178], in un lavoro
molto esaustivo ed ampiamente citato in letteratumano caratterizzato le cellule
e definito quali proteine di superficie debbano an rdebbano essere espresse
(Tab.l.5.1) per

mesenchimali.

Tab.l.5.1: Marker di superficie delle MSC.

indicare una cellula come appariemealle staminali

: - Positivita/
Antigene Descrizione L
negativita
CD105 | endoglina riconosciuta dall’anticorpo SH2 +
cD73 ect(?-5 -nucleotidasi riconosciuta dall’anticorpo &l +
dall’'SH4
CD29 | subunitl dell'integrina +
CD44 | recettore dello ialuronano +
CD71 | recettore della transferrina +
CD90 | Thy-1 +
VCAM-1 (vascular cell-adhesion moleculg;lega
D106 l'integrina VLA-4 (04f1) *
CD120a | recettore TNF | +
CD124 | recettore IL-4 +
CD166 ALCAM (activated leukocyte cell-adhesion molegul +
lega CD6
recettore del lipopolisaccaride
CD14 | (espresso da monociti e -
macrofagi) marker della linea
espresso da cellule progenitric ematopoietica
CD34 - -
ematopoietiche
CD45 | antigene comune leucocitario -

1.5.2 — Capacita differenziative delle MSC

Le MSC in condizioni controllatan vitro sono capaci di differenziare in

molteplicilineagemesenchimali formando adipociti, osteoblasti edcoaiti [178].

Queste cellule possono differenziare anche in f@nagotubi, stroma di supporto alle
cellule ematopoietiche e cellule endoteliali e ellide di origine non mesenchimale

come astrociti, neuroni o epatociti [179, 184].

MSC derivate dal midollo osseo possono anche dégme a cardiomiociti [185].
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1.5.3 — Proprieta immunomodulatorie delle MSC

Le MSC hanno capacita immunoregolatoria: sono iadgrdi sopprimere la
risposta delle cellule in vitro e in modelli animalin vivo [186, 187]. Le MSC, infatti,
esprimono il complesso maggiore di istocompatéilifMHC |) e solo a bassi livelli la
molecola di classe I, non esprimono, invece, ldecae costimolatorie B7-1 (CD80),
B7-2 (CD86) e CD40 che sono necessarie per innesdagoroliferazione di cellule T
[187, 188]. Le MSC possono anche agire direttamentie risposte infiammatorie
[189] inibendo molte interazioni delle cellule Trcaltri stimoli [190].

Questa capacita immunomodulatoria rende le MSCliigea l'utilizzo in terapie
cellulari non solo autologhe ma anche allogenicbe,la possibilita di evitare rigetto.

|.5.4 — Fonti alternative al midollo osseo

L'utilizzo di MSC provenienti da midollo osseo vacontro ad una serie di
problemi in quanto:
. la presenza di MSC nel midollo osseo nelluomo tdél relativamente bassa
(0,001-0,01% delle cellule nucleate);
. il numero di cellule staminali e la capacita difelienziamento diminuiscono
significativamente con I'eta dell’individuo [191];
. la procedura che permette di prelevare le cellumwasiva.
Si é resa dunque necessaria la ricerca di fortiradtive.
Le MSC, nelluomo, sono state identificate anché sengue periferico [192], nel
periostio, nel muscolo, nel tessuto adiposo [188],tessuto connettivo e nella polpa
dentaria [194].
Nella presente tesi sono state utilizzate cellutergnienti da membrane fetali di
placente a termine.
La placenta umana e, infatti, una ricca fonte diutae staminali mesenchimali; € un
organo temporaneo espulso al termine della grazalad € composto da tessuti materni

(decidua parietale e basale) e fetali (corion edias) (Fig.l.5.2).
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|- decidua basalis
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Fig.l.5.2: Schema delle membrane che compongono la placenta(d.96]).

X. Zhang e collaboratori [195] descrivono la presenli MSC nella placenta senza
specificarne l'origine (fetale o materna); P.S.‘thinker e collaboratori [196] hanno
mostrato che I'amnios € una fonte di MSC di origietale, mentre le decidue di MSC
materne. Le cellule provenienti dal’amnios e dafien (FMhMSC) mostrano un
profilo fenotipico e di espressione genica parabdealle MSC e la positivita a marker
neuronali, polmonari, di adesione e della migragif®7].

Le FM-hMSC non inducono proliferazione linfocitarelogenica o xenogenica e
sopprimono attivamente la risposta linfocitariaolire, il trapianto di FM-hMSC in
suini e ratti neonati ha avuto come risultato unroghimerisSmo umano in vari organi e
tessuti [197]. Le FMhMSC potrebbero, quindi, essgilizzate per trapianti allogenici,
senza bisogno di raccogliere midollo osseo daigpdizriceventi, risolvendo in questo
modo le problematiche legate alla resa di stamigalll'invasivita del metodo di
raccolta.

1.5.5 — MSC e terapia cellulare

Grazie alla disponibilita di fonti da cui possonssere raccolte, alla facilita di
selezione ed espansione e alle caratteristichaulfipotenzialita e immunomodulazione
le MSC rappresentano un’importante prospettiva lpeterapia cellulare autologa e
allogenica di molte malattie (Fig.l.5.3), tra leatjutanche le cardiopatie.

In particolare, potrebbe essere utile approfonldirstudio dell’utilizzo di FMhMSC in
area cardiologica: queste cellule, infatti, oppoatmente stimolate, hanno mostrato di
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poter differenziare in elementi cardiovascolarigrado di migliorare la funzionalita

ventricolare in ratti sottoposti ad infarto spermtede [198].
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Fig.1.5.3: Caratteristiche delle MSC che le rendono candidataleali per la terapia cellulare

(da

[199]).
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|.6 — Terapia cellulare

Malgrado le attuali strategie terapeutiche mediahechirurgiche abbiano
aumentato con successo l'aspettativa di vita deiepé colpiti da eventi ischemici,
quali l'infarto miocardico, si &€ ancora ben lontdaila prevenzione del rimodellamento
cardiaco e della conseguente insufficienza cardiangestizia [200].

Le terapie standard attualmente in uso per il ana¢into dell’insufficienza
cardiaca non sono in grado di impedire del tuthgdravarsi dello stato di salute di un
cuore altamente danneggiato e sottoposto allo sstdessostenere il fabbisogno
circolatorio di un intero organismo, riescono saloritardare la progressione della
malattia [201].

Inoltre esiste un sostanziale numero di paziefgttafla cardiopatia ischemica refrattari
alle terapie attuali per i quali mancano altre opeiterapeutiche (ad es. pazienti con
angina pectoris e nessuna opzione di rivascolatiaaa tramite angioplastica
coronarica o bypass aorto-coronarico).

L’unica terapia in grado di ristabilire completarteeta funzionalita a lungo termine e |l
trapianto di cuore, ma non puo essere preso indezione come terapia usuale visto
I'esiguo numero di donatori, il rischio chirurgieodi complicanze legate alla possibilita
di rigetto.

Si determina cosi una popolazione sempre piu demsées di pazienti
cronicamente malati e destinati a veder degené&gveoprie condizioni [202, 203] che
graveranno con costi socio-economici sempre maiggar servizi sanitari gia
finanziariamente provati [204].

Secondo la medicina rigenerativa una possibilezsohe del problema potrebbe
essere offerta da un approccio di terapia cellid#tnigata mediante cellule staminali e/o
progenitrici, che consiste nella somministrazionecellule nell’area di miocardio
danneggiato o perso al fine di rigenerare il tessotiocardico e ristabilire la
funzionalita cardiaca.

La terapia cellulare interviene laddove non pucreagiessuna delle terapie abituali,
contrastando la causa primaria del processo didathemento cardiaco: la perdita di
cardiomiociti e di cellule vascolari nella regionéartuata.

La terapia cellulare cardiaca ha fornito, fin dalfio, promettenti risultati a livello di
studi precliniciin vitro e in vivo e oggi € un campo della ricerca di base e climca

continua espansione [199].
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In approcci sperimentali di trapianto cellulare s@tati utilizzati vari tipi di cellule, da
quelle differenziate alle staminali [205-209].

Tra le cellule staminali, anche le MSC sono stat@iamente studiate in vari modelli
animali di differenti specie: dai piu usati topd.(2 e ratto [211-213] a quelli di grossa
taglia come il maiale [214-216].

Il trapianto, in seguito a infarto miocardico, diS@ espansex-vivo ha mostrato di
poter ridurre la dimensione dell’area danneggiatde#ta cicatrice, di promuovere
I'angiogenesi e di migliorare il recupero funzioma strutturale del cuore infartuato
[210-216].

.6.1 — Meccanismo d’'azione delle MSC nella sede di

danno

La rigenerazione miocardica e vascolare tramitestidferenziamento delle MSC
trapiantate in cardiomiociti e in cellule daieagevascolare € il meccanismo d’azione
principale originariamente proposto per spiegaezidine terapeutica delle MSC in
modelli di cardiopatia ischemica [180, 210-212, ,2A%7].

Sebbene le MSC impiantate abbiano mostrato di respe marker di
differenziamento cardiomiocitario ed endotelialég disaccordo nell’attribuire i
processi riparativi cardiovascolari, osservati @gwto all'iniezione di staminali nei
cuori infartuati, all’effetto del transdifferenzi@mto delle MSC impiantate [180, 218-
221], soprattutto perche a tutt'oggi non si e ritisz determinare un attecchimento
permanente delle MSC trapiantate nel miocardig®$p22].

Un ampio numero di dati, invece, supporta l'ipotelse meccanismi paracrini mediati
da fattori prodotti e rilasciati dalle MSC sianospensabili dei processi riparativi
osservati dopo il trapianto di staminali nei cuofartuati [276, 277, 279-281, 267].

Prova dell’esistenza di un meccanismo paracrir lzdise della cardioprotezione
indotta dalle MSC é data da una serie di esperinsBtmostrano come i soli medium
condizionati delle cellule staminali proteggano Iudel cardiache dal danno da
ischemia/riperfusione.

I medium condizionati delle cellule staminali hannmostrato un effetto

precondizionante pre-ischemico [226, 28¢]i conferire protezione durante il danno da
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ischemia/riperfusione sia al momento dell'ische2ia8] che della riperfusione [229,

230].

S.-C. Hung e colleghi hanno rilevato che mediumdcoonati di MSC umane possono

proteggere cellule endoteliali umane dell’aorta agmptosi indotta dall'ipossia e da

morte cellulare e che la cardioprotezione € ingpentlegata alla presenza di fattori anti-
apoptotici e pro-angiogenici nei medium condiziordsdlle cellule staminali. Questi

ricercatori suggeriscono anche che la proteziodetia dai medium condizionati sia il

risultato dell’attivazione della via di segnaleldd?I3K [228].

Questi risultati sono in linea con quelli di L. Tamers e colleghi, che hanno mostrato la

cardioprotezione indotta da medium condizionati tm modello suino di

ischemia/riperfusione miocardica [229], eli Angoulvant e colleghi, i quali hanno

dimostrato che sia le MSC sia i medium condiziodatie MSC da soli sono in grado di

attenuaran vitro e ex vivoil danno da riperfusione miocardica. Anche in goeaso

I'azione dei medium condizionati risultava collegatl’attivazione della PI3K [230].

I meccanismi che mediano gli effetti cardioprotettiei fattori paracrini agiscono su

diversi livelli. Citochine, fattori di crescita dti@ molecole secrete dalle MSC possono:

. favorire la neovascolarizzazione del miocardio ésufto [220, 221, 231];

. favorire la citoprotezione e la rigenerazione cardiendogena [219, 220, 229]:
nel 2007 W. Dai e colleghi hanno mostrato che fareto terreno contenente
fattori cellulari secreti dalle MSC era possibileighorare la rigenerazione
miocardica post-infartuale nei ratti, sebbene €&t protettivo fosse piu marcato
con l'iniezione diretta delle cellule [232];

. intervenire nei processi inflammatori e fibrogerpost-infartuali:

S. Ohnishi e colleghi hanno dimostrato gli effgtracrini antifibrotici delle MSC

attraverso la regolazione della sintesi di collagen della proliferazione dei

fibroblasti cardiaci [233];

. favorire la ripresa della contrattilita cardiacdet metabolismo cardiaco.

Inoltre, anche alcuni degli effetti immunomodulatdelle MSC risultano dovuti a

meccanismi paracrini [234].

Le MSC potrebbero, pero, proteggere i cardiomi@ithe attraverso meccanismi
diversi da quello paracrino - ad es. con il contattllula-cellula e/o con la secrezione di
fattori di crescita solo in seguito a contatto tloecon le cellule danneggiate - come
suggerito da D. Angoulvant [230] e A. Cseleny&obeghi [235]. Ulteriori studi sono

necessari per definire meglio questi meccanisrarraditivi.
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Ricerche precliniche hanno dimostrato che le celistaminali mesenchimali
sono efficaci per la ripresa strutturale e funzierdel cuore infartuato promuovendo sia
la riparazione del miocardio sia la rigenerazioascolare, con aumento della densita
capillare e miglioramento della riperfusione tisdet
Il meccanismo proposto per illustrare I'azione dgpdbtettiva della terapia cellulare ¢ il
seguente (Fig.l.6.1): in risposta a stimoli lod¢alcellule staminali sono richiamate nella
sede di danno dove agiscono in parte differenziandelementi cardiovascolari ma,
soprattutto, secernendo fattori che alterano I'ami@ ischemico. Questi fattori
esercitano un’azione paracrina su diversi tipi €ellute cardiache, promuovendo la
protezione, la riparazione e la rigenerazione e&suto. | fattori secreti agiscono anche
in modalita autocrina regolando la capacita autdprativa e la capacita di espansione

delle cellule staminali.
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Fig.1.6.1: Meccanismo proposto per illustrare I'azone della terapia cellulare (da [236]).

Gli effetti benefici del trapianto cellulare sufienzioni cardiache cosi dimostrati

hanno portato all’attuazione di vari trial clingull’'uomo.
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1.6.2 — Terapia cellulare: trial clinici sulluomo

In una dettagliataeviewdel 2011 J. Tongers e colleghi riepilogano le coenze
acquisite grazie a trial clinici (in Fig.1.6.2 ijpimportanti) riguardanti il potenziale della

terapia cellulare in medicina rigenerativa cardsmdare [236].
.
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Fig.l.6.2: Elenco dei piu importanti trial clinici di terapia cellulare effettuati fino al 2011 (da [36]).

.6.2.1 — Trial clinici con cellule staminali midolari non

selezionate

Le cellule mononucleate del midollo osseo non setete (h(BMC chumanbone
marrow derived stem celhnBMSC), che contengono diverse popolazioni catiuira
cui cellule ematopoietiche (HSC), cellule progeditrendoteliali (EPC), cellule
staminali mesenchimali (MSC), ecc. sono state amente il tipo cellulare piu
esaminato negli studi clinici riguardanti la teepellulare cardiaca (Fig.l.6.2), con una
esperienza dollow-upche arriva fino ai 5 anni per alcuni trial [23@72.

Dopo che i primi studi clinici hanno determinato daurezza e la fattibilita
dell'infusione di BMC in seguito a infarto acutolaeiocardio [238-241] diversi studi
di media grandezza randomizzati, alcuni con colatrplacebo, hanno generato dei
risultati misti.

A breve distanza - 4-6 mesi - dal trapianto cetrilietrial REPAIR-AMI Reinfusion of
Enriched Progenitor Cells and Infarct RemodelingAoute Myocardial Infarctionk

BOOST B0ne marrOw transfer to enhance ST-elevation infaegeneratiop hanno
mostrato un miglioramento nella funzionalita cacdig242, 243].
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Inoltre, gli studi di Y. Tayyareci e colleghi hannodicato un ruolo primario per
I'angiogenesi e la neovascolarizzazione nella tarapllulare [244]. Contrariamente a
questi dati, altri due importanti trial non hanmgortato un miglioramento significativo
nella funzionalitd del ventricolo sinistro dopo 4rBesi di follow-up [245, 246],
malgrado in uno degli studi si sia comunque oss$aruaa riduzione nella dimensione
dell'infarto 4 mesi dopo il trapianto intracoror@ridelle cellule [245].

Per quanto riguarda la valutazione degli effetliaderapia a lungo termine, i dati
sul follow-up del trial REPAIR-AMI hanno mostrato che a 12 measl trapianto era
presente una riduzione significativa degli eventreasi cardiovascolari post-infartuali
[247], una osservazione che e stata confermatafi@anni difollow-up [248].

Il trial BOOST, invece, mostrava che la differenzella frazione di eiezione del
ventricolo sinistro left ventricle-ejection fractionLV-EF) tra i gruppi non era piu
significativa dopo 18 mesi [249], malgrado uno stuecocardiografico avesse rivelato
un miglioramento persistente della funzione diasaol riconducibile alla
somministrazione di BMC [250]. Similmente, dopaanni non si rilevavano benefici
sulla funzionalita sistolica e diastolica del verdlo sinistro dopo una singola infusione
di BMC [251]. Analisi dei sottogruppi hanno, pemelato che i pazienti con una
funzionalita ventricolare maggiormente colpita mwss avere benefici dal trattamento
con BMC rispetto a pazienti in cui la funzionaliw@ntricolare post-infartuale era
maggiormente preservata.

A differenza del trial BOOST, nello studio clinicoontrollato non randomizzato
BALANCE, a 5 anni difollow-up, le misurazioni emodinamiche della funzionalita e
della morfologia del ventricolo sinistro, della ¢attilita, della dimensione dell’infarto,
della capacita di compiere esercizi e la mortadib@o risultate migliori nei pazienti

trattati con BMC rispetto al gruppo di controllbp.

1.6.2.2 — Trial clinici con cellule staminali mesechimali

Studi specifici sull'utilizzo di MSC selezionate rep rimasti indietro rispetto a
trial che hanno utilizzato cellule staminali midoll autologhe non frazionate (al cui
interno, anche se in quantita minori, sono comurpesenti le MSC) e i dati clinici
sono piu scarsi [236].

Il trapianto di MSC autologhe o allogeniche e, aimento, in studio. In particolare,

sono attualmente alle fasi conclusive i trial AP@LEe PRECISE: due trial clinici volti

49



| — INTRODUZIONE
1.6 — Terapia cellulare

a determinare la sicurezza, la fattibilita e I'efftia della terapia con MSC, isolate sul
momento da tessuto adiposo (ADSC), in pazientiinfarto miocardico o cardiopatia
ischemica cronica [236].

Per quanto riguarda gli studi fino ad oggi eseguiti un trial controllato
randomizzato di fase | in doppio cieco, la somntiadone sistemica intravenosa di
MSC allogeniche in pazienti infartuati non ha prga problemi di sicurezza e ha
mostrato di poter essere efficace per un period6é diesi [253]. Questi dati positivi
sono, pero, da considerare con cautela perchéassgggio a livello polmonare —
inevitabile con questa modalita di somministraziendelle MSC e di altri sottotipi di
staminali puo essere problematico a causa dellerdiiani delle cellule [254].

S.L. Chen e collaboratori hanno valutato con unadist non randomizzato

I'applicazione intracoronarica di MSC autologhe 68 pazienti colpiti da infarto

miocardico acuto e sottoposti ad angioplastica arianentro le 12 ore successive
all'insorgenza della patologia [255, 256]. A 3 enési, i pazienti nel gruppo dei trattati
mostravano miglioramenti nella frazione di sanguett&a e nella dimensione
dell'infarto definita con la PET. Non erano presafifferenze per quanto riguardava
aritmia o mortalitad. In questo trial veniva utdeta una quantitd di MSC molto alta
(6x10%° cellule). In un altro studio effettuato su paziemin cardiopatia ischemica
cronica, dove veniva utilizzata una dose minoréM&C (5x16 cellule), non & stato

dimostrato un miglioramento della funzionalita dehtricolo sinistro, ma il trattamento
con MSC aveva come conseguenza il miglioramentta delpacita di esercizio nei
pazienti e della sintomatologia dell'insufficienzardiaca dopo 3 mesi [257].

1.6.2.3 — | risultati dei trial clinici

Malgrado la discrepanza di risultati e gli effdrapeutici abbastanza modesti
indicati nei primi trial, le indicazioni delle assazioni di professionisti del settore non
hanno bocciato la prospettiva dello sviluppo di ter@pia cellulare. Gia nel 2006 la
Societa Europea di Cardiologia, riconoscendo l&s&ta sempre presente di migliorare
i trattamenti disponibili per il paziente e sullase dei dati positivi sulla sicurezza
delluso delle BMC, aveva indicato la necessitasgiblgere ulteriori trial clinici
controllati randomizzati adeguatamente grandi emof258].
| dati sulla sicurezza e la fattibilita fino a curejanni difollow-up dal trapianto cellulare

mostrano che non ci sono problemi riguardanti 'dsBMC negli studi clinici.
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Le ragioni della discordanza riguardo I'efficaciéettiva dei trial non sono chiare, ma
possono, probabilmente, essere ricondotte a diftereel protocollo e nel disegno degli
studi, inclusi il tempo trascorso tra la riperfusoe I'iniezione di cellule, il tipo, il
numero e le tecniche di isolamento delle cellulé disegno defollow-up[236].

Anche la scelta del metodo di acquisizione degtiicatori della funzionalita
cardiaca puo influire sui risultati. La misura defrazione di eiezione del ventricolo
sinistro (LV-EF) é l'indicatore principale dell’'dsi della terapia. Bisogna pero tenere
conto che non tutte le tecniche utilizzate per maiseila LV-EF vi riescono con la
medesima accuratezza e che non c’é uniformita thialianalizzati riguardo la tecnica
impiegata.

Per determinare se le diverse tecniche influissataisultato degli studi, J.H. Traverse
e colleghi, in una meta-analisi del 2011, hanndizzeto 10 trial clinici controllati
randomizzati in cui venivano somministrate per wiracoronarica BMC o placebo
dopo PCI in pazienti infartuati. Tutti i trial piegr considerazione utilizzavano la
risonanza magnetica cardiaca (cMRI), che é la ¢tacche fornisce la misura piu
accurata per la LV-EF, i volumi ventricolari e lengnsione dell'infarto.

| risultati indicavano che il beneficio della sonmisirazione di BMC sulla LV-EF, sul
volume LV e sulla dimensione dell'infarto era liatib, quando determinato con la

tecnica della risonanza magnetica cardiaca (cCME39].

1.6.2.3.1 — Efficacia dei trial clinici per la cardopatia ischemica acuta

Nel 2012 la Cochrane Library ha pubblicato ggatematic reviewn cui vengono
valutati criticamente i dati forniti da 33 trial miollati randomizzati riguardo
all'efficacia della terapia cellulare con cellutaminali midollari autologhe in pazienti
con infarto miocardico acuto.
| risultati di questa meta-analisi indicano chetdaapia cellulare proposta non era
associata a variazioni statisticamente signifieatnell'incidenza di mortalita o di
ricadute.

Malgrado l'alto grado di eterogeneita osservataisultati della meta-analisi hanno
indicato un modesto miglioramento nella funziodatiirdiaca globale, significativo sia
a breve che a lungo termine. Si puo riscontrarecmngelazione positiva sia tra la dose

di cellule infuse e la LV-EF misurata tramite risoza magnetica, sia tra il momento in
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cui vengono somministrate le cellule e la LV-EF unida tramite angiografia
ventricolare.

Gli autori hanno concluso che comunque, poichéenegale il tasso di mortalita in
seguito a una riuscita rivascolarizzazione € moksso, € necessario che vengano
effettuati ulteriori studi che coinvolgano un magginumero di partecipanti per
determinare del tutto gli effetti clinici del trathento. Bisogna inoltre ridurre
I'eterogeneita osservata tra gli studi clinici er f@re ci0 bisogna standardizzare la
metodologia utilizzata, la dose cellulare, la folazione del prodotto cellulare, il

momento del trapianto e i criteri di eleggibilitél gpaziente. [260, 261].

1.6.2.3.2 — Efficacia dei trial clinici per la cardopatia ischemica cronica

Per quanto riguarda i trial concernenti le cardimpaschemiche croniche, i dati
SONo un po’ piu scarni rispetto al trattamento’A8ll. In una recente meta-analisi sono
stati analizzati i dati di 10 trial clinici conttati randomizzati che includevano 422
pazienti con cardiopatia ischemica cronica trattati BMC. Gli autori hanno rilevato
che nei trial, a 6 mesi dollow-up, il trapianto di BMC migliorava la frazione di
eiezione e riduceva i volumi sistolici e diastoli@l ventricolo sinistro. Concludevano,
poi, sostenendo che malgrado il risultato positioese necessario eseguire ulteriori
studi clinici a lungo termine coinvolgendo un numaraggiore di pazienti [262].
| risultati e le indicazioni di questa meta-anafisno in linea con le analisi sugli effetti
benefici della terapia cellulare nell’infarto miedeco acuto precedentemente riportate
[260, 261].
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1.6.3 — Limiti principali della terapia cellulare

Nei successivi paragrafi verranno approfonditeirmécdelle cause dei limiti della
terapia cellulare che sono state portate alla tladka mole di studi preclinici e clinici

effettuati fino ad oggi.

1.6.3.1 — Scarse disponibilita,engrafment e sopravvivenza

delle cellule staminali

Per quanto riguarda la modesta efficacia dellgptareellulare, le attuali strategie
terapeutiche permettono I'arrivo di un esiguo nwrdircellule e una scarsa ritenzione
(engrafment e sopravvivenza delle cellule staminali nellaesdddanno, un ambiente
ostile caratterizzato da ischemia, acidosi e infre&mione.

Una delle maggiori limitazioni della terapia cetlté con cellule staminali autologhe e
la scarsa disponibilita di cellule. Sono necessdaie due alle tre settimane per
espanderex vivoun numero sufficiente di MSC e le staminali praeeti da pazienti
anziani o pazienti con patologie cardiache sevpess mostrano un indebolimento
delle proprieta biologiche [263, 264].

L’'uso di MSC allogeniche permette di aggirarerdlfdema della scarsa disponibilita di
cellule autologhe [265] e I'utilizzo di medium canidnati delle MSC fornirebbe a sua

volta un’alternativa sia al trapianto con cellulgadoghe che allogeniche [228-230].

1.6.3.2 — Metodi didelivery delle cellule staminali

La terapia cellulare con cellule esogene ha il gposgroblema della
biodisponibilita cellulare nella sede di danno éhafluenzata, in primo luogo, dalla
modalita con cui vengono somministrate (metodialivery) le cellule.

Le staminali infatti possono essere somministratea diversi modi:

. in situcon l'iniezione diretta nel miocardio infartuatgerinfartuale;
. localmente con l'infusione coronarica;

. sistemicamente con l'infusione per via intravenosa.

Tutti e tre gli approcci hanno delle potenzialita mon sono scevri da difetti.
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Con l'iniezione intramiocardica le cellule possoggsere iniettate nel miocardio
dal lato epicardico, in pazienti che si sottoporganrivascolarizzazione chirurgica, o
dal lato endomiocardico, tramite procedura categeridata. E un metodo sicuramente
invasivo ma che permette di iniettaresitu e in modo preciso le cellule, evitando il
rischio di ostruzione vascolare, di ristenosi eladébrmazione di ateromi. Inoltre,
I'iniezione delle cellule nella zona perinfartugheio fornire un effetto terapeutico
ottimale. E anche un approccio particolarmentedgeabile quando si utilizzano cellule
di relativamente grandi dimensioni quali le MSC gb@ permette loro di evitare gli
ostacoli che si incontrano a livello del microcic@olmonare durante il trasporto nel
flusso sanguigno.

Lo svantaggio di questa via di rilascio e rapprésendal fatto che l'iniezione diretta
nel miocardio, vitale o necrotico, € una procedacaicamente impegnativa e comporta
alcuni rischi, ad es. perforazione ventricolareigrge [266]. Inoltre, I'iniezione porta a
una distribuzione non omogenea di gruppi di celhdketessuto malperfuso [236].

Negli studi clinici, I'infusione intracoronarical@ via di rilascio piu comune [267]
ed e effettuata attraverso un catetere a pallondaoangioplastica, nella arteria
coronarica collegata alla zona infartuata [238].

Questo approccio permette di ridurre la perdit@ediule staminali e di ottimizzare |l
tempo di contatto tra le cellule e la parete dsbveoronarico.

E considerata una procedura sicura, ma € statatatpache un aumento della presenza
di BMSC nel flusso coronarico puo indurre ristenakll'arteria coronarica o
microinfarti. Malgrado permetta di distribuire onssggamente le staminali nell’area di
danno, molte cellule possono non riuscire a raggum la zona infartuata [236, 267]
poiché I'efficienza della migrazione é condiziondtaun complesso processo multistep
di adesione al vaso e trasmigrazione per permetiégecellule infuse di invadere il
tessuto. Inoltre, il richiamohpoming delle cellule somministrate nella sede di danno
dipende anche dalla chemoattrazione indotta darfadecreti dal tessuto ischemico
[268]. Anche il tempo trascorso dall’insulto ischiempuo influire sul richiamo delle
cellule nella sede di danno: V. Schachinger e gbll@anno mostrato che, in pazienti
colpiti da infarto miocardico acuto e sottopostinéusione intracoronarica di cellule
progenitrici circolanti (CPCs) proangiogenicheglsantita di progenitori che rimaneva
in loco diminuiva progressivamente con l'aumentare delp@nrascorso dall’infarto
[269].
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Il rilascio sistemico per via intravenosa € unatsfgia semplice, sicura e non
invasiva che permette somministrazioni ripetute gitandi quantita di cellule.
Considerata fin dall'inizio una terapia fattibil270] rispetto alle altre due tecniche ha
mostrato una resa modesta [271, 272]. Infatti,asgaggio a livello polmonare delle
MSC e di altri sottotipi di staminali puo esserelgematico [254] e le cellule sono
richiamante in gran parte in organi al di fuorildedona cardiaca, soprattutto nel fegato
e nella milza [271, 272]. Comunque, nel 2009 ual tihhe arruolava 53 pazienti post-
infartuati ha indicato che la somministrazione ammnosa sistemica di MSC umane e
sicura ed ha fornito anche dei dati provvisori passull’efficacia della terapia [253].

Fondamentale per gli sviluppi futuri della terap@lulare € I'identificazione della
via di somministrazione meno invasiva possibile en cil minor numero di
controindicazioni per la salute del paziente cheng¢ta, pero, I'arrivo e I'insediamento
di un numero adeguato di cellule nella zona déatrat
Al momento, nella comunita scientifica non vi € ungdta presa di posizione a favore di
una modalita rispetto alle altre, ma ora che i tlaici stanno arrivando a periodi di
follow-up consistenti si potranno eseguire molteplici anatisrociate e determinare
quale sia la tecnica piu vantaggiosa. Ad esemsuhskill e colleghi, nel 2009, hanno
ricapitolato i dati di 21 trial clinici ed hanno mduso che la via di somministrazione
utilizzata influenza I'effetto di MSC nel trattantendell'infarto miocardico acuto e
della cardiopatia ischemica cronica. Secondo la Emalisi la funzionalita cardiaca
risulta significativamente migliore quando le cidlsono somministrate con l'iniezione

intramiocardica rispetto all'infusione intracoroitar[273].

1.6.3.3 —Homing delle cellule staminali

Un altro punto chiave della terapia cellulare ceflute staminali, sia endogene
che esogene, € la mobilizzazionelil richiamo vdessede di danno, un fenomeno
chiamatochoming.

I meccanismi molecolari deHomingdelle MSC non sono stati chiariti completamente:
si ritiene che le MSC, cosi come le HSC e i leutoabbiano la capacita di migrare
attraverso il flusso sanguigno sotto la guida mhsli chemoattrattivi e aderiscano e si
infiltrino all’interno del tessuto con meccanisniingi a quelli dei leucociti nelle aree

inflammatorie [274].
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Le principali responsabili degli stimoli chemoteita cui rispondono vari tipi
cellulari tra cui leucociti, HSC, MSC ecc. sono déemochine. Con il termine
chemochine dhemokines si indica una sottofamiglia delle citochine, casf@a da
proteine a basso peso molecolare con una forte agi@oldi struttura, che agiscono
attraverso specifici recettori accoppiati a praae@. Il loro nome deriva dalla fusione
dei due terminichemotactic cytkines e prende spunto dalla principale abilitd che le
contraddistingue: richiamare con uno stimolo chexttiob cellule responsive (cellule
che esprimono sulla superficie cellulare i recetietle chemochine) (Fig.1.6.3).

CICLISEDFL,CXCLaL (1 Transendathelisl migration

@ ; ct.mu..mq.:
' CICRA,CCR7,CCR2

@
vuu-fél'amé'"

(&) SelectinMediated Capiure

Fig.l.6.3: Meccanismo proposto per 'homing delle MbC verso il sito di danno (da [275]).

Attualmente sono state individuate piu di cinquacttamochine e venti recettori delle
chemochine [276] (Tab.l.6.1).

Le chemochine vengono suddivise in quattro classiase al numero e alla posizione
dei residui di cisteina responsabili della formazsali ponti disolfuro che sono collocati
nella regione Nktterminale: la famiglia C in cui € presente un s@siduo di cisteina,
la famiglia CC che ne possiede due adiacenti, naigita CXC dove i due residui di
cisteina sono separati da un qualsiasi amminoaciddamiglia CXC dove i residui tra
le cisteine sono tre (Fig.l.6.4) [277].
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Tab.l.6.1: Chemochine e recettori delle chemochine.

Famiglia Recettore Chemochina ligando

Chemochine C XCR1 XCL1, XCL2

CCL3, CCL4, CCL5, CCLS,
CCR1 CCL7, CCL8, CCL9/CCL10,
CCL14, CCL15, CCL16, CCL23
CCL2, CCL7, CCL11, CCL12,

CCR2 CCL13, CCL16 Struttura delle classi di chemiochine
CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, c— i —
CCR3 | CCL13, CCL15, CCL24,CCL26, | = =
Chemochine CC CCL28 \ ) |_D
CCR4 CCL17, CCL22 a c
ccrs | CCL3, CCL4, CCL5, CCLS, € chemiokine GC chemioki CXC chemioki
CCL11, CCL13, CCL14, CCL16
CCR6 CCL20 Coma e c+>>> i e
CCR7 CCL19, CCL21 . _CWL meae |
CCRS8 CCL1, CCL16 |_)
CCR9 CCL25 i
CCR10 | CCL27, CCL28 ©X3C chemioldn SR——
CXCR1 | CXCL6, CXCL8
CXCL1, CXCL2, CXCL3, ) .
CXCR2 | CXCL5, CXCL6, CXCL7, Fig.1.6.4: Strutura delle chemochine
CXCL8 (©Kohidai, L. 2008).
Chemochine CXC CXCL4, CXCL9, CXCL10,
CXCR3 | cxcr11

CXCR4 CXCL12
CXCRS5 CXCL13
CXCR6 CXCL16
CXCR7 CXCL11, CXCL12

Chemochine CXC | Ccx,CR1 | CX%CL1

BN

Vari studi preclinici hanno mostrato che il miodardschemico & capace di
attrarre le BM-MSC [278]. Infatti, l'induzione dell chemochine e una delle
caratteristiche principali del miocardio post-inéeato [278-280].

La sovraregolazione di molte citochine e transientdivelli di solito calano entro 72
ore dall'infarto [278, 279]. Questo schema di espi@ne delle chemochine e coerente
con i tempi dellhoming delle MSC, dal momento che si dirigono attivamenét
tessuto miocardico subito dopo I'evento ischemiz&il]|.

Gli stimoli proinfiammatori, che sono parte integie del’ambiente ischemico,
sono in grado di regolare I'espressione delle clutnine e dei loro recettori in vari tipi
cellulari [282-284], tra cui le MSC umane [285].

Inoltre, citochine proinfiammatorie quali TNEe IFN+<y, sono in grado di potenziaie
vitro I'azione di mobilizzazione esercitata dalle chehioe sulle MSC [285, 286].

Sono sempre piu humerose le ricerche che dimostie@mpresenza di recettori
delle chemochine sulla superficie cellulare dell8®le che provano direttamente, con
saggi in vitro, che numerose chemochine (tra cui, ad esempio, 3GMAP-1a,
CCL20/MIP-31, CCL5/RANTES, CXCL12/SDF-1, CCL1/Fractalchina ecc...) sono
in grado di richiamare cellule staminali mesenchif285-291].

In una recentaeview Y. Wu e R.C.H. Zhao [292] analizzano il ruolo eell

chemochine e dei loro recettori nbtbmingdelle cellule staminali mesenchimali verso
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il miocardio danneggiato e pongono, in particolat@accento sull'importanza
dell'azione dei recettori CCR1 e CCR2 per la mabhdzione e l'integrazione delle
MSC nel tessuto ischemico miocardico.
| due ricercatori indicano, pero, che anche altnentochine che attivano recettori
diversi da CCR1 e CCR2 - quali, ad esempio, CCLREHK [293] e
CXsCL1/Fractalchina [289, 294]- sono molto probabilmente coinvolte nel
reclutamento delle MSC nel miocardio ischemico [292

Riuscire a potenziare anche i meccanismihdming delle cellule staminali é

quindi molto importante per aumentare ['efficaciaelld terapia cellulare.
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|.7 — Strategie combinate per potenziare la

terapia cellulare

La terapia cellulare cardiaca potenzialmente puereaeffetti benefici ma e
importante approfondirne, con studi a lungo termilae sicurezza e I'efficacia. In
particolare, riguardo all’efficacia, bisogna indluarne le debolezze e cercare di
implementarla.

Le conoscenze fino ad oggi acquisite suggerisctveoper superare le problematiche
della terapia cellulare sia necessario un approg@io complesso, che ricalchi
maggiormente meccanismi biologici innati e potdeztrategie attuali.

Servono soprattutto approcci che associno 'utlizielle staminali a meccanismi che
potenzino le capacita naturali dell'organismo dhramare le cellule e di permetterne
I'inserimento e la sopravvivenza nell’area di danhdatti, I'homing e I'engrafment
sono fondamentali per permettere alle cellule staindi svolgere la loro funzione nel
tessuto danneggiato, in particolare quando vengdose sistemicamente.

Stimoli ipossici, che caratterizzano il precondi@mento ischemico, sono stati
proposti quale strategia terapeutica per migliotargopravvivenza e I'attecchimento
delle cellule staminali [295, 296].

S.M. Chacko e colleghi hanno rilevato che MSCsattiorsottoposte a ipossia per 24 e
48 ore esprimevano in modo ottimale proteine forelsadi per potenziare la
sopravvivenza e déngrafmentdelle cellule nel cuore infartuato. Gli autori han
concluso sostenendo che i risultati da loro otiefarhivano indicazioni su possibili
modalita di preparazione delle MSC, capaci di potme l'efficacia della terapia
cellularein vivo[295].

In uno studio del 2005 su un modello murimovivo, Y.L. Tang e colleghi hanno
mostrato, inoltre, che MSCs ingegnerizzate per-egerimere, in contesto ipossico, il
gene delleme ossigenasi-1 - uno degli effettotivati durante la fase tardiva del
precondizionamento ischemico - mostravano una roaggopravvivenza e vitalita nel
cuore ischemico [296].

Altri gruppi di ricerca [297, 298] hanno dimostrathe la cardioprotezione
conferita dall'lPC é collegata anche alla mobilzpae di cellule staminali e alla
produzione di citochine cardioprotettive che poiana la ripresa in seguito a danno da

ischemia/riperfusione e a ischemia cronica.
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Sia durante la fase precoce che tardiva dell'IRflule staminali sono state mobilitate
dal midollo osseo verso il sito di danno, attragetslusso sanguigno, probabilmente
attirate dalla secrezione di citochine ed altretssoe chemoattrattive da parte
dell’organo danneggiato.

li e colleghi, utilizzando un modello murine vivo, hanno determinato che uno
stimolo ischemico precondizionante classico potexautare nel miocardio cellule
progenitrici endoteliali (EPC) di derivazione midoé entro tre ore e che queste cellule
“importavano” mediatori cardioprotettivi, quali iINSDed eNOS, nellarea di danno
[297].

Nell’'uomo, inoltre, & stato dimostrato, sottoponeidei volontari per un mese a ripetuti
cicli di ischemia riperfusione nel braccio (precammhamento ischemico remoto), un
aumento delle EPC circolanti e un miglioramentdadiinzione endoteliale [299], ma il
contributo delle EPC al miglioramento della funaoendoteliale non é stato ancora
chiarito del tutto.

In uno studio successivo, T. Kamota e collaborat@mnno dimostrato, tramite un
modello murinoin vivo di precondizionamento ischemico remoto, che I'lRCeffetti
benefici. | ricercatori hanno infatti rilevato laluzione della dimensione dell'infarto e
la preservazione della frazione di eiezione deltn@slo sinistro. Durante la fase
precoce aumentavano i livelli sierici di VEGF eSIDF-la, ma durante la fase tardiva
si verificava un aumento dei livelli periferici dellule staminali CD34+ e CD34+/flk-
1+ e un accumulo di cellule staminali del midol&seo nella zona a rischio ischemico
[298]. Inoltre, I'utilizzo di anticorpi diretti camo le cellule staminali, aboliva anche gli
effetti cardioprotettivi [298].

Gyongyosi e colleghi [300] hanno mostrato, in undeltm di infarto in un animale di
grande taglia (il maiale), che I'lPC era in gradgocbmuovere la mobilizzazione e il
reclutamento di MSC e di HSC dal comparto circaardgrso I'area infartuata e le zone
di confine. Le MSC sembravano dirigersi piu veloeate nelle zone danneggiate.
Inoltre, durante la fase precoce dellIPC hannevato un aumento nei livelli di alcune
citochine circolanti, tra cui VEGR/éscular endothelial growth factpr

Questi studi forniscono potenziali implicazioninitihe per la terapia cellulare cardiaca
in quanto suggeriscono che il precondizionamertioeisico, al pari di strategie quali la
somministrazione di citochine esogene [301], pgesanuovere la mobilizzazione e

I'integrazione di cellule staminali in aree ischehe.

60



| — INTRODUZIONE

I.7 — Strategie combinate per potenziare la teregllalare

Il trattamento con IPC, quindi, non solo € in grado proteggere il miocardio
dall'insulto ischemico, ma pud fornire anche unaovau strategia per potenziare
I'efficacia della terapia cellulare cardiaca, prawendo la mobilizzazione di cellule
staminali endogene - che risultano diminuite e ebualite nei pazienti con malattie

cardiovascolari [264] - e migliorandoehgrafmente la sopravvivenza di cellule

by

staminali esogene trapiantate (Fig.l.7.1).
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Fig.l.7.1: Schema riepilogativo dei potenziali efféi del precondizionamento ischemico nel

promuovere la terapia cellulare (da [302]).
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Le cardiopatie a carattere ischemico rappresentaaodelle principali cause di
invalidita e mortalita a livello mondiale. Una dellorme piu importanti di cardiopatia
ischemica é l'infarto acuto del miocardio, il cuirgo focale e rappresentato dal danno
da ischemia/riperfusione (I/R). Durante l'ischemia, mancanza di ossigeno e di
nutrienti veicolati dal sangue causa perdita direlit cardiomiociti e crea le premesse
per cui al ristabilirsi della circolazione, durangeriperfusione dell’organo, insorgono
inflammazione e stress ossidativi. In questo modaeardiomiociti sopravvissuti
subiscono un danno ulteriore e la situazione del{anfartuata si aggrava.

La risposta del miocardio all'ischemia/riperfusiopad essere manipolata per
contrastare il danno ischemico. Esponendo il caoleevi cicli di ischemie subletali
prima di un danno ischemico prolungato, e possitmieferire una profonda resistenza
all'infarto, un fenomeno chiamato precondizionameathemico (IPC).

L’esposizione a questo tipo di stress, infatti, g@drcuore in uno stato di difesa che gl
permette di contrastare I'evento ischemico.

Recentemente e stato dimostrato che I'azione amlopdizionamento ischemico
potrebbe coinvolgere anche cellule staminali: sliimpossici, che caratterizzano I'lPC,
sono stati proposti quale strategia terapeutica mpaliorare la sopravvivenza e
I'attecchimento delle staminali [295, 296]. Inoltre stato dimostrato chéa
cardioprotezione conferita dall'lPC é collegata lalla mobilizzazione di cellule
staminali e alla produzione di citochine cardiopttive che potenziano la ripresa in
seguito al danno da ischemia/riperfusione e al@suia cronica [297, 298].

La terapia cellulare cardiaca mediante cellule stalinpotenzialmente puo avere
effetti benefici ma e importante approfondirne, studi a lungo termine, la sicurezza e
I'efficacia.

Le conoscenze fin'ora acquisite suggeriscono cheellmla staminale da sola non sia
sufficiente e che per superare le problematichka detapia cellulare servano approcci
che associno l'utilizzo delle staminali a meccanishe potenzino le capacita naturali
dell’organismo di richiamarle homing) e di permetterne linserimento e la
sopravvivenza nell'area di dang@ngrafment)

Il trattamento con IPC, non solo é in grado di egoere il miocardio dall’insulto

ischemico, ma potrebbe fornire una nuova stratpgia potenziare I'efficacia della
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terapia cellulare cardiaca, promuovendo la molalzrane e migliorando éngrafmente
la sopravvivenza di cellule staminali endogenesajene trapiantate.

Malgrado i promettenti risultati in termini di caogrotezione |l

precondizionamento ischemico non é risultato faeiite trasferibile nella pratica
clinica, per problemi legati alla tempistica e iaWasivita della procedura. Per questo
motivo, fin dalla scoperta dellIPC, si sono stddianolto i meccanismi che la
caratterizzano per identificare sostanze che atile medesime (0 equivalenti) vie di
segnale da utilizzare come terapia farmacologica.
E un fatto ampiamente assodato che gli oppioidteriispettivi recettori abbiano una
robusta azione cardioprotettiva e siano coinvo#ti precondizionamento ischemico,
pertanto possono essere considerati candidatii igeallo sviluppo di una strategia
terapeutica farmacologica alternativa all'lPC.

Lo scopo di questa tesi € di verificare se il caimtiamento, in particolare |l
precondizionamento, di cardiomiociti con ligandidegeni o agonisti sintetici dei
recettori oppioidi:

. protegga le cellule dall’apoptosi causata da unianté ischemico ma

. possa anche indurre le cellule danneggiate a smeerfattori specifici per
richiamare o modificare le caratteristiche di dellstaminali endogene e/o di altri
elementi staminali esogeni che potrebbero essapantati in sede di infarto.

Per testare questa ipotesi € necessario mettarata pn modello cellulare di danmo

vitro che ricrei il piu fedelmente possibile il microaietite cardiaco “ischemico”, su

cui valutare se il trattamento con peptidi oppiadnferisca alle cellule danneggiate

protezione dall’apoptosi. In caso positivo si studi I'interazione tra il modello di

“microambiente ischemico”, trattato o meno con gppioidi, e cellule staminali

mesenchimali umane (hMSC) che ne vengono a con&itindaghera, in particolare, se

gli oppioidi modifichino la capacita delle celluianneggiate di reclutare le hMSC e di

influire sulla sopravvivenza o sulle caratteriséiatellulari di queste staminali.

Per ricreare il microambiente cardiaco “ischemicgi” € deciso di lavorare con

cardiomioblasti di ratto H9c2 e di danneggiarli aonapproccio chimico, non potendo

lavorare in assenza di ossigeno.

Gli oppioidi utilizzati sono i ligandi endogeni dekecettori « e & oppioide

(rispettivamente Dinorfina B e Met-Encefalina) e DIXE, agonista sintetico del

recettored oppioide.
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Dinorfina B € un peptide oppioide che ha mostragsskre coivolto nell’organogenesi
cardiaca attraverso una complessa serie di meocamsracrini [109, 308]; Met-
Encefalina e DADLE sono due oppioidi la cui azimaedioprotettiva € ben consolidata
[43, 131, 132, 149, 154].

Le cellule staminali impiegate sono le FMhMSC, wellstaminali mesenchimali umane

provenienti da membrane fetali.
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I11.1 — Colture cellulari

111.1.1 — H9c2

La linea cellulare H9c2 (2-1), composta da cell@mbrionali di ratto di
derivazione cardiaca (ampiamente utilizzate in &ioni di danno ischemicm vitro
[303-305]), € stata fornita dalla ECACE&UYropean Collection of Cell Culturgsin
condizioni normali le H9c2 sono coltivate in temecompleto (“TC H9c2”) composto
da DMEM High Glucose(DMEM Hg, Dulbecco’s modified Eagle’s mediucon 4,5
g/L di glucosio,LONZA al 10% di FBS (siero fetale bovinuroclong, glutammina
2mM (LONZA e 1% di un mix di penicillina (10000 Ul/mL)/sttgpnicina (10000
Ul/mL) (LONZA.

Le cellule subconfluenti (70-80% confluenza) sortacsate enzimaticamente con
Tripsina 0,05%-EDTA 0,02%LONZA e seminate nei supporti alla concentrazione

richiesta dai vari saggi.

[11.1.2 — Cellule staminali mesenchimali umane
derivate da membrane fetaliFMhMSC)

Le FMhMSC sono state gentilmente fornite dalla lbadelle Cellule Staminali
presso il Laboratorio di Ematologia Sperimentaleivérsita di Bologna.
In condizioni normali le FMhMSC sono coltivate ierteno completo (“TC FM”)
composto da DMEM.ow Glucosg( DMEM Lg, Dulbecco’s modified Eagle’s medium
con 1,0 g/L di glucosioLONZA al 10% di FBS (siero fetale bovin&uroclong,
glutammina 2mM I(ONZA e 1% di un mix di penicillina (10000 Ul/mL)/strpnicina
(10000 UI/mL) LONZA.
Le cellule subconfluenti (70-80% confluenza) sotaxsate con Tripsina 0,05%-EDTA

0,02% (ONZA e seminate nei supporti alla concentrazione egthi dai vari saggi.
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[11.2 — Protocollo di induzione del danno

Per ricreare il piu fedelmente possibile un micrbante cardiaco “ischemicoi
vitro, non lavorando in ambiente privo di ossigeno, sdexiso di danneggiare
chimicamente le H9c2 incubandole per 24 ore coteweno di danno (indicato come
“DANNO” negli esperimenti). Questo terreno € castd da DMEM Hg senza due
componenti fondamentali dei terreni di coltura,siero e la glutammina, ma con
I'aggiunta dellinibitore del complesso | mitocomle Rotenone Sigma-Aldrich alla
concentrazione finale 0/8M), in modo da bloccare la catena respiratoria coihalriale
e impedirle di utilizzare ossigeno. Questa sostamzstata gia usata in passato in
protocolli di simulazione di danno ipossico/ischemj306, 307].

Il controllo positivo dell’apoptosi, negli esperintein cui e stata valutata I'entita del
danno ottenuta con il modelio vitro ideato, é stato ottenuto trattando le H9c2 pene6 o

con Staurosporingfgma-Aldrich 1 uM in “TC H9c2".

111.3 — Protocolli di condizionamento

Per individuare il modello di condizionamento e,secondo luogo, il peptide
oppioide che conferisse la maggiore protezionecalelle danneggiate sono stati testati
tre diversi modelli di trattamento.

Le H9c2 sono state seminate e sono state lasail&terea fino al giorno successivo
(overnight O/N). Sono quindi state trattate secondo lo sehmmporale e con i peptidi
oppioidi indicati nella figura IIl.1.A-C.

Precondizionamento
-24 ore O/N 0 ore +24 ore +24 ore
Semina H9c2 + Precondizionamento con oppioidi DANNO

Dinorfina B Bachem 0,1 e 1uM
Met-EncefalinaBachem 10 uM
Fig.lll.1.A: Schema temporale precondizionamento @eptidi oppioidi testati.

Percondizionamento

-24 ore O/N 0 ore +24 ore
| Semina H9c2 | DANNO = oppioidi |

Dinorfina B 0,01, 0,1 e AM
Met-Encefalina 1M
Fig.lll.1.B: Schema temporale percondizionamento @eptidi oppioidi testati.
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Precondizionamento “continuativo”

-24 ore O/N 0 ore +24 ore +24 ore
Semina H9c2 + Precondizionamento con oppioidi DANNO = oppioidi
Dinorfina B 0,01 e 0,jtM Dinorfina B 0,01 e 0,1M
DADLE (Sigma-Aldrich 1 e 10uM DADLE 1 e 10uM
Met-Encefalina UM Met-Encefalina JuM

Fig.lll.1.C: Schema temporale precondizionamento “ontinuativo” e peptidi oppioidi testati.

l11.4 — Protocollo creazione medium condizionati
(MC)

Le H9c2 sono state seminate alla concentrazio®@b/cn7 in piastre petri da 6
cm di diametro BD Falcorf’) e sono state lasciate aderire O/N nei pozzedticéllule
sono state, poi, danneggiate e alcune sottopogt®tacollo di precondizionamento
“continuativo” secondo lo schema temporale e corsdetanze indicate di seguito
(Tab.lll.1):

MC DANNO DADLE 1puM NLX 1uM/DADLE 1pM
Impulso (1 ora):
Naloxone Sigma-Aldrich 1 pM 4
4
Precondizionamento (24 ore):
Naloxone 1 uM 4
DADLE 1uyM 4 4
J
Impulso (1 ora):
Naloxone 1 pM 4
J
Trattamento (24 ore):
DANNO v v v
Naloxone 1 pM 4
DADLE 1pM 4 4

Tab.lll.1: Schema trattamento per preparare i medium condizionati.
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Alla fine del trattamento, i surnatanti sono statcolti, filtrati utilizzando filtri da
siringa con pori di 22m di diametro Millipore), aliquotati e conservati a -80°C fino al

momento dell’utilizzo.

1.5 — Immunofluorescenza su cellule adese a

vetrino

L’'immunofluorescenza € una metodica che utilizzaéicarpi per stabilire la
presenza o meno di un antigene all'interno di urnigmare compartimento cellulare o
di un tessuto ed, eventualmente, la sua distrilmezematomica.

Le H9c2 alla concentrazione di 15000fcspno state seminate su vetrini posti
all'interno di piastre da 24 pozzet@(einer bio-oneCELLSTAR) e lasciate aderire
OI/N. Le cellule adese a vetrino sono state fissateuna soluzione di acetone-metanolo
1.1, permeabilizzate con sodio citrato 0,1% in tang fosfato (PBSphosphate
buffered saling e trattate con RNAsi 100 pg/miSigma-Aldrich per evitare
contaminazioni da RNA che potrebbero dare legami ic@olorante nucleare DAPI
(4',6-Diamidino-2-phenylindoleSigma-Aldrich. In seguito le H9c2 sono state incubate
con albumina di siero bovino 1% (BSAjgma-Aldrich in PBS per saturare i legami
aspecifici dell'anticorpo. Successivamente le dellsono state marcate con un
anticorpo primario non coniugato diretto controntigene di interesse: sono stati
utilizzati anticorpi policlonali primari di conigh anti-recettored oppioide Abcam
diluito 1:1000), anti-recettore oppioide Novus Biologicals diluito 1:1000) e anti-
recettoreu oppioide Abcamdiluito 1:1500).

Le cellule sono state, quindi, lavate con PBS ecatarcon un anticorpo secondario di
capra anti-anticorpo di coniglicAbcan) coniugato con fluoresceina (FITC) e diluito
1:400. L’anticorpo secondario e stato lavato edleiusono stati marcati con DAPI alla
concentrazione di 0,05 nd/

Il vetrino con il campione cosi marcato é stato tatinsu un vetrino portaoggetto con |l
montante ProLory Gold Antifade ReagentMolecular Probe8) e lasciato asciugare
O/N. Il campione e stato osservato e fotografatmiatoscopio a fluorescenzilikon) o

conservato a -20°C al buio per successive analisi.
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111.6 — Saggio con Cristal violetto

BN

La valutazione della crescita cellulare é statetefata mediante saggio con
Cristal violetto, un colorante che si lega al DNA.
Le cellule sono state seminate alla concentrazibd€00/cni e lasciate aderire O/N. In
seguito sono state trattate 0 meno secondo il ubtodi danno preso in esame per un
lasso di tempo che va dalle O alle 48 ore. Alladsoza del trattamento le cellule sono
state fissate per 10 minuti con metanolo a freddoi&olorate per un’ora a temperatura
ambiente con Cristal violetté&sigma-Aldrich 0,1% sciolto in una soluzione acquosa al
25% di metanolo. In seguito, le cellule sono stateate sotto acqua corrente per
eliminare il colorante in eccesso e lasciate secchina volta asciutte, sono state
incubate O/N con una soluzione di Tritosigma-Aldrich 0,2% in PBS per
solubilizzare il cristal violetto. | valori di asdmnza (595nm) del colorante
solubilizzato, direttamente proporzionali alla jfeiazione, sono stati letti mediante
spettrofotometro Opsys MPynex Technologigs
| dati sono presentati come rapporto tra il valmedio di assorbanza di ogni campione
rispetto al valore medio di assorbanza al tempre0 o

l1l.7 — Saggio con MTT

Il saggio MTT serve a determinare la proliferaziaredlulare, la vitalita e la
misurazione della citotossicita. Si basa sulla capalelle cellule vitali di metabolizzare
il sale di tetrazolio MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazoin bromid
- un sale di colore giallo - in cristalli di form@no, di colore viola. | sali di formazano,
insolubili in soluzione acquosa, vengono sciolth ema soluzione apposita (10% SDS
in HCI 0,01 M) e la soluzione colorata che ne tmsuké quantificata usando uno
spettrofotometro. L’assorbanza letta correla catihero di cellule.

Le cellule, H9c2 o FMhMSC, sono state seminateiastpe da 48 pozzettiThermo
Scientific Nungin 400 uL/pozzetto di volume finale, sono state lasciateriaed O/N e

in seguito sono state trattate. Per i saggi diid¢iaasdi 24 ore le cellule sono state
seminate alla concentrazione di 70007cper le curve di crescita fino a 72 ore alla
concentrazione di 4000/émAlla scadenza del trattamento alle cellule sotati s
aggiunti 40uL/pozzetto di una soluzione di MTT 5 mg/mL in PBSamo state lasciate
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incubare a 37°C. Dopo 2.30 ore sono stati aggu®liul/pozzetto della soluzione di
solubilizzazione. | campioni sono stati lasciatubdizzare O/N a 37°C.

| valori di assorbanza del colorante solubilizzatlirettamente proporzionali alla
proliferazione, sono stati letti mediante spettrofoetro Opsys MR [Oynex
Technologiesa 595nm.

| dati sono presentati come rapporto tra il valmedio di assorbanza di ogni campione
rispetto al valore medio di assorbanza di un cangidi riferimento. Il campione di
riferimento per i saggi di tossicita di 24 ore €adntrollo (CTR), nelle curve di crescita

il tempo O ore.

111.8 — Saggio di Migrazione

Le capacita migratorie delle FM-hMSCs sono stastate mediante saggio di
migrazione.
H9c2 sono state seminate alla concentrazione d0/6D in piastre da 24 pozzetti
compatibili con inserti per colture cellulaBD Falcor) e sono state lasciate aderire
O/N nei pozzetti. Le cellule sono state, poi, dgymte e alcune sottoposte a protocollo
di precondizionamento “continuativo” con DinorfiBa0,01 e 0,juM e DADLE 1 e 10
uM in un volume totale di 700L.
Alla fine delle 24 ore di danno, 25000 FMhMSC in038. di DMEM Lg all'1% P/S
sono state seminate nel lato interno di insertiqo#ure cellulari con membrana in PET
con solco tracciato con pori dadn (BD Falcon). Gli inserti sono stati inseriti nei
pozzetti e le cellule sono state lasciate inteeagon i diversi microambienti ischemici
per 18 ore. Alla fine di questo periodo di migramoe FMhMSC negli inserti sono
state fissate con metanolo a freddo e, in segodiorate per 1 ora con Cristal violetto
0,1% sciolto in una soluzione acquosa al 25% dan@b. Gli inserti sono stati quindi
lavati e le cellule che non sono migrate e cher@vavvano sul lato interno della
membrana sono state rimosse con un cotton fioenémbrana e stata completamente
fotografata al microscopio invertito (Nikon eclip$&100,Nikon) con ingrandimento
40x e sono state contate le staminali che attravigosri della membrana erano passate
sul lato esterno che si affaccia verso le H9c2 dggiate.
In ogni esperimento i dati sono presentati comea#p tra il numero di cellule migrate
in ogni microambiente rispetto ad un campione €&erimento, nel nostro caso il

campione nel microambiente solamente danneggiaA®{ID).
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111.9 — Saggio di attivazione dell’enzima caspasi 3

La determinazione dell’apoptosi € stata effettuttamite Saggio fluorimetrico di
valutazione dell’attivazione dell’enzima caspagbg8ima-Aldrici).

Le caspasi sono una famiglia di proteasi coinvake processi di morte cellulare, in
particolar modo nell’apoptosi. La caspasi 3, unspeai effettrice ed un enzima chiave
della via apoptotica, € la caspasi piu studiata mammifero e l'entita della sua
attivazione e considerata indice dell’entita di@tpsi presente nel campione.

Per valutare I'attivita dell’enzima si misura laamtita di peptide fluorescente (AMC)
rilasciato in seguito all’idrolizzazione del suladtr Ac-DEVD-AMC da parte della
caspasi 3 attivata.

Le H9c2 alla concentrazione di 8000fcspno state seminate in fiasche per colture
cellulari da 75 crh (SARSTEDY e lasciate aderire O/N. Poi sono state sottopaiste
diversi trattamenti. Alla scadenza di ogni trattamoede cellule sono state raccolte, lisate
con il lysis bufferfornito dal kit e centrifugate a 14000gxper 10—15 minuti a +4°C. |
surnatanti sono stati raccolti e sono stati pratesseguendo le indicazioni del
protocollo del kit in micropiastre nere da 96 pdtizeon fondo trasparenteBD
Falcon). La fluorescenza dei campioni (lunghezza d’ond&atitazione 360 nm, di
emissione 460 nm) e stata rilevata con un lettarudrescenza a piastre (Wallac
VICTOR2, Perkin Elme). La quantita di AMC rilasciata in ogni campionestata
determinata interpolando i valori di fluorescenikavati su una curva standard costituita
da quantita definite di AMC ed é stata normalizzathase alle proteine totali presenti
nel lisato, quantificate con reagente di Bradf@ay(a-Aldrich)

| dati sono presentati come rapporto tra la media v@lori normalizzati di ogni
campione rispetto alla media del valore normalzzhtun campione di riferimento, nel

nostro caso il campione solamente danneggiato (DANN

111.10 — Saggio di adesione

Le capacita adesive delle FM-hMSCs sono state téesteediante saggi di
adesione.
FMhMSC sono state seminate alla concentrazion@@@cnf in piastre da 6 pozzetti
(Thermo Scientific NuncDopo 48 ore le cellule staminali sono statddtatcon diversi
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medium condizionati delle H9c2: MC DANNO, MC DADLE pM e MC NLX
1uM/DADLE 1uM. Per ricreare il piu possibile le abnioni ambientali nei pozzetti
della migrazione, i medium condizionati sono sdtiiti con DMEM Lg all’1% P/S in
proporzione 2:1. Dopo 17 ore di trattamento le FME@®/sono state staccate con una
soluzione di EDTA 0,05%Sigma-Aldrich in PBS a 37° per 45 minuti e contate con
camera di Burker. Le cellule sono state poi risespeei MC, precedentemente utilizzati
per l'incubazione e filtrati, in modo da otterereauconcentrazione finale di 20000
cellule/150 pL.

Sono state poi seminate 20000 cellule/pozzettona micropiastra da 96 pozzetti
(Thermo Scientific Nuncl pozzetti erano stati precedentemente riveStil con 0,61
ng/cnt di fibronectina umanaSjgma-Aldrich e lavati tre volte con PBS.

Per ogni trattamento la semina e stata in quadatpli Parallelamente a questi pozzetti
del saggio (che chiameremo “pzt 1 ora”) sono s&tinati dei pozzetti di controllo per
la quantificazione totale delle cellule seminatez{“5.30 ore”), in triplicato.

Dopo un’ora di adesione i “pzt 1 ora”, sono stivati 2 volte con PBS per rimuovere
le cellule non adese e sono stati incubati conps@i “TC FM” al 10% di soluzione
MTT; dopo 3 ore di incubazione e stata aggiuntadlume uguale la soluzione di lisi
dellMTT.

Dopo 5.30 ore di adesione il terreno nei “pzt 508’ e stato sostituito (senza lavaggi
con PBS) con 150 pL di “TC FM” al 10% di soluziokE'T e si e proceduto come
descritto precedentemente. | campioni sono rim@dl a 37°C e sono state lette le
assorbanze allo spettrofotometro il giorno suceessi

Per ogni campione € stata calcolata la percentiaiellule che hanno aderito in 1 ora
rispetto alle totali seminate.

| dati sono presentati come rapporto tra la medita gercentuale di adesione in ogni
campione rispetto alla media della percentuale diesene di un campione di
riferimento, nel nostro caso il campione solamelaieneggiato (DANNO).

l11.11 — Valutazione dell'espressione genica

Per studiare il profilo di espressione genica da wellula sono necessarie
metodiche di indagine molecolare che amplificangusaze geniche di DNA. L'RNA

non é utilizzabile in queste metodiche, per quest@ffettua una retrotrascrizione,
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ovvero la reazione che da uno stampo di RNA ottiamdilamento complementare di
DNA (cDNA).

[11.11.1 — Estrazione dellRNA

Le H9c2 sono state seminate alla concentrazio®@b/cn? in petri da 6 cm di
diametro BD Falcorf’) e sono state lasciate aderire O/N nei pozzetticéllule sono
state, poi, danneggiate e alcune sottoposte a qmitdo di precondizionamento
“continuativo” con DADLE 1uM. Dopo 18 ore di danno le cellule sono state sti@cc
con tripsina e i pellet cellulari sono stati presati per I'estrazione dellRNA mediante
RNeasy Micro Kit Qiager), seguendo le indicazioni del kit. | campioni scatati lisati
ed omogeneizzati, ai lisati € stato aggiunto etaosono stati caricati nelle colonnine
del kit dove I'RNA si lega alla membrana interrlacdmpione e stato lavato in modo da
eliminare i contaminanti e il DNA rimanente é statmosso con un trattamento con

DNasi. Infine 'RNA purificato e concentrato e staluito in acqua RNAsi-free.

111.11.2 — Quantificazione del’RNA

Un pl della soluzione di RNA estratto e stato gifimato con lo spettrofotometro
NanoDrop ND-1000GELBIO) che fornisce un valore di assorbanza proporzeoath

sua concentrazione.

111.11.3 — Retrotrascrizione (RT) del’RNA

L'RNA é stato retrotrascritto utilizzando I"RT? st Strand Kit” Qiager),
seguendo il protocollo del kit. I campioni sonotisiacubati in un termociclatore
(Mastercycler,Eppendorf a 42°C per 5 minuti con un trattamento per elaméni
residui di DNA genomico. Dopo un minuto in ghiagcid campioni € stata aggiunta la
“Reverse-transcription mix” (che contiene i primer 'enzima retrotrascrittasi). |
campioni sono quindi stati incubati a 42°C per liButi e, successivamente a 95°C per

5 minuti per stoppare la reazione.
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Per l'analisi del PCR Array sono stati retrotraisic8 ug di RNA estratto per campione,
per i singoli saggi di Real Time PCRufj RNA estratto per campione.

[11.11.4 — Real Time PCR

La Real Time PCR é una tecnica che permette ditificane I'espressione di
MRNA retrotrascritto in cDNA in modo:
. assoluto, utilizzando una curva di calibrazionenn& o esterna;
. relativo, rapportando i valori di un gene di ins=e rilevabili in un campione
rispetto ad quelli rilevabili in un altro campioderiferimento.
Nella Real time PCR l'amplificazione del DNA e levalazione della sua quantita
avvengono nello stesso momento grazie all'utiliziouna sonda fluorescente, nel

nostro caso SYBR Green |, che si lega in modo §ipeal DNA a doppio filamento.

111.L11.4.1 — Screening del profilo di espressione genica di

citochine e chemochine

Lo screeningdel profilo di espressione genica di citochinehemochine é stato
effettuato mediante il saggio su piastra da 96 ez/RT> Profiler™ PCR Array —
Citochine e chemochine di rattoQfager), che permette di valutare 84 geni diversi. In
tabella 111.2.A e B sono indicati i geni presentlla piastra e le categorie a cui

appartengono.

ADIPOQ BMP2| BMP4| BMP6 |BMP7| C5 CCL1| CCL11 | CCL12| CCL17 |CCL19| CCL2
CCL20|CCL21|CCL22 CCL24| CCL3| CCL4 | CCL5 CCL7 |CD40LG| CD70 |CNTF| CSF1
CSF2 | CSF3| CTF1 ICX3CLICXCLICXCL10CXCL1Y CXCL12 |CXCL13|CXCL16|CXCL3|CXCL9
FASLG|GDF18 GPI | IFNA2 | IENG | IL10 IL11 IL12A IL12B IL13 IL15 | IL16
IL17A |IL17F) 1L18 | IL1IA | IL1B |ILIRN | L2 IL21 IL22 | IL23A | 1L24 | IL27

IL3 IL4 IL5 IL6 IL7 IL9 LIF LTA LTB MIF | MSTN INODAL
OSM [CXCL4CXCL7| SPP1 [TGFBZ THPO | TNF [TNFRSF11HTNFSF1(TNFSF1VEGFA XCL1
ACTB | B2M [HPRT] LDHA |[RPLPJ RGDC| RTC RTC RTC PPC | PPC | PPC

Tab.lll.2.A: Schema geni presenti nel PCR Array.

Chemochine Interleuchine Interferoni Fattori di crescita

Superfamiglia del TNAIltre citochingGenihousekeepirControlli interni del sagg|o
Tab.lll.2.B: Categoria di appartenenza dei geni aalizzati.

Per eseguire il saggio sono state seguite le istiudel kit: il cDNA del campione é

stato unito alla mix di reazione contenente SYBRdar (RT SYBR® Green Fluor
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gPCR MastermixQiager) e diluito con acqua RNasi-free. La miscela dzieae cosi
ottenuta e stata aliquotata nei 96 pozzetti degisafpgni piastra un campione) ed é
stata effettuata la corsa in un lettore per RealeTPCR a piastre (ICycleBiorad),
utilizzando il seguente protocollo per la corsa:
. fase iniziale a 95°C per 10 min per permettere@lanerasi di attivarsi;
. 40cicli:

1. 95°C per 15 sec;

2. 60°C per 1 min (la fluorescenza e stata misuratarde questa fase).
La specificita del prodotto e stata determinata tanalisi della curva di melting,
condotta con una scala di temperature che parfUa e arriva a 95°C alla velocita di
2°C/min.
La quantificazione dell’espressione del gene dirggse e stata effettuata con il metodo
di comparazione relativa dei cicli sogliAAC;” [309], metodo che fornisce la quantita
del gene di interesse in un campione, normalizeatouno o piu geni endogeni espressi
stabilmente lfousekeepin)g come rapporto rispetto a un campione di riferitoe nel

nostro caso il campione solamente danneggiato (DANN

111.11.4.2 — Singoli saggi Real Time per la validamne dei geni

di interesse

La Real time PCR é stata effettuata con un Lighérysystem Roche
Diagnostic3 e per amplificare e stato usato il kit SYBR GretastStart Kit
(Lightcycle®FastStart DNA MastéF“ SYBR Green IRoché.

La miscela di reazione (Reaction Mix) e stata praaunendo 14l di enzima
(FastStart Tag DNA polymerase) a 1gBdi Master mix (reaction buffer, Mgg&l
SYBR Green | dye, dNTP mix).

Per ogni singolo campione sono stati preparati:

. 4,0 uL Reaction Mix

. 0,5 pL primer F (concentrazione finale 0;18)

. 0,5 pL primer R (concentrazione finale 024)

. 13 uL di H,O PCR GRADE

. 2 uL del cDNA retrotrascritto dal campione
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| primer utilizzati dei geni delle chemochirgigma-Aldrich sono:
. CCL3
Primer sensof¢rward, F): 5-GTCATTTTCCTGACCAAGAG-3’
Primer antisensaéverse R): 5-CCTCTAATCTCAGGCATTTAG-3’
T annealing a 58°C
. CCL20
Primer senso (F): 5’-AAAACGGATGCTTTTCTGG-3’
Primer antisenso (R): 5’-CACAAATCAGGTCTGTGC-3’
T annealing a 59°C
. CXCL3
Primer senso (F): 5-TTCCTAGCAGACCTTTCATAC-3’
Primer antisenso (R): 5-GCTTTTCAAACTCAACACTG-3
T annealing a 57°C
. CX3CL1
Primer senso (F): 5-GACTCACTCCTTGATAGGTG-3
Primer antisenso (R): 5-ACCGAAGAACCAGGATATAG-3’
T annealing a 58°C
| primer utilizzati dei genhousekeepingono:
. GAPDH
Quantitec? Primer Asssay Rn_Gapd_1_SGidgen).
Mix di primer F e R (JuL/campione).
T annealing a 56°C
. ACTB
Quantitec? Primer Asssay Rn_Actb_1_SGiagen).
Mix di primer F e R (JuL/campione).
T annealing a 56°C
| 20 ul della miscela di reazione sono stati processaiondo il seguente schema:
. fase iniziale di denaturazione: 95°C per 10 min;
. 45 cicli:
1. Denaturazione: 95°C per 10 sec;
2. Annealing: per 6-10 sec;
3. Estensione: 72°C per 10 sec (nell’ultimo ciclopstmale di 10 min a
72°C)

con una velocita di variazione della temperaturaddiC/sec.
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La fluorescenza e stata misurata alla fine di é@se di estensione.
La specificita del prodotto e stata determinata tanalisi della curva di melting,
condotta con una scala di temperature che parfUa e arriva a 95°C alla velocita di
0,1°C/sec.
Per ogni esperimento, la quantificazione dell’espiene del gene di interesse é stata
effettuata con il metodo di comparazione relatieaaicli soglia ‘AAC;” [309], metodo
che fornisce la quantita del gene di interessenitampione, normalizzato con uno o
piu geni endogeni espressi stabilmertteusekeeping in relazione a un campione di

riferimento, nel nostro caso il campione trattata ADLE 1uM.

[11.12 — Analisi statistica

L’analisi statistica e stata effettuata con il s@fte GraphPad PRISM, versione 5.
| risultati negli esperimenti sono calcolati comediatdeviazione standard (SD), con
“n=" sono indicati i numeri di esperimenti condotih presenza di confronto di due
gruppi € stato utilizzato il test ti Student”, per analisi concernenti piu di duepgiusi
e utilizzata I’ANOVA con Bonferroni post hoc testSono stati considerati

statisticamente significativi valori di P<0,05.
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IV — RISULTATI

V.1 — Determinazione della presenza di recettori
oppioidi

Per poter essere sicuri di lavorare con una lim#lalare responsiva alle sostanze
precondizionanti scelte e stata valutata tramit@umofluorescenza (IF) la presenza dei

recettori oppioidi sulla membrana delle cellule B9Eig.IV.1.A-D).

A- B-
C- D-

Fig.IV.1.A-D
Immunofluorescenza su cellule H9c2 marcate con actrpi anti-recettore oppioide.
(A) recettore 6. (B) recettorex. (C) recettorep. (D) controllo negativo. Ingrandimento 400X.

L’analisi ha mostrato che le cellule H9c2 esprimotre tipi di recettori oppioids, x e

[T
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V.2 — Messa a punto di un modello cellulare in

vitro di microambiente cardiaco “ischemico”

Per ricreare il piu fedelmente possibile un micrbante cardiaco “ischemicoi
vitro, non lavorando in ambiente privo di ossigeno, sdexiso di danneggiare
chimicamente le H9c2. Il modello di danno scelto gdleesperimenti di questo progetto
consiste nell'incubazione per 24 ore delle celltddc2 con un terreno di danno
(indicato come “DANNO” nei successivi esperimen@uesto terreno € costituito da
DMEM senza siero e glutammina, ma con l'aggiuntd’idibitore del complesso |
mitocondriale Rotenone (alla concentrazione fifae M), in modo da bloccare la
catena respiratoria mitocondriale e impedirle diazare ossigeno.

Per determinare se il protocollo scelto danneggidsscellule efficacemente e stata

valutata la crescita cellulare e I'entita dell’iftsuapoptotico nelle H9c2.

IV.2.1 — Curva di crescita cellulare

La crescita cellulare delle H9c2 incubate coniitageo di danno fino a 48 ore e

stata determinata tramite saggio con cristal viol@fig.l.IV.2 e Tab.l.IV.1).

3.5 1
o CTR

3.0 = DANNO

=0 ore

2.51
2.0 1

1.51

*k% *

1.0 — -— —%

Variazione relativa vs t

0.5

OO T T T T T 1

-12 0 12 24 36 48 60
Tempo (ore)

Fig.lVv.2
Curva di crescita con cristal violetto fino a 48 oe di cellule di controllo o danneggiate (n=4).
***P<(0,001 significativamente diverso da CTR 24h. P<0,05 significativamente diverso da CTR
48h.
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Tempo (ore) CTR DANNO
0 1,00+0,09 1,00+0,09
24 1,70+0,15 0,93+0,04
48 2,45+0,65 0,8810,12

Tab.IV.1: Variazione relativa vs tempo=0 ore+SD.

| saggi effettuati indicano che, rispetto alle gkeldi controllo (CTR), dopo 24 ore di
danno cala il numero delle cellule sopravvissutbe le cellule danneggiate (DANNO)

subiscono un netto blocco della crescita e rimaaggabili come numero fino alle 48
ore.

IV.2.2 — Determinazione dell’'attivazione dell’'enzina
caspasi 3

La determinazione dell’'entita dell'insulto apopbati provocato dal modello di

danno e stata effettuata tramite saggio fluoriroetrdli valutazione dell’attivazione

dell’enzima caspasi 3. L'enzima attivato, infagtiun marcatore di apoptosi.

800 1
*kk

s 7
< 100 4
@)
w
>
X

50

ek
0 | |
CTR DANNO Staurosporina

Fig.IV.3

Valutazione dell'induzione di apoptosi tramine sagw di attivazione della caspasi 3 in cellule di
controllo o danneggiate (n=11).

***pP<0,001 significativamente diverso da DANNO. ##R<0,001 significativamente diverso da
STAUROSPORINA.
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CTR DANNO Staurosporing|
11,20+5,68% | 100,00+13,39%639,24+85,40%
Tab.IV.2: % attivazione dell’apoptosi vs DANNO=SD.

| saggi effettuati hanno confermato la presenzapdiptosi nel modello di 24 ore di
danno (DANNO). | campioni danneggiati (DANNO), casime i controlli positivi
(cellule trattate con staurosporinauM, molecola che induce apoptosi, per 6 ore),
presentano un aumento consistente e statisticamsgteficativo dell’attivazione
dell’enzima rispetto al controllo (CTR).

IVV.3 — Valutazione tossicita oppioidi

Per escludere che i peptidi oppioidi scelti pepribgetto avessero effetti nocivi
sulle cellule, e stata valutata tramite saggio d la tossicita a 24 ore di trattamento
di concentrazioni crescenti di Dinorfina B (DYNB)gando naturale del recettore
oppioide k, Met-Encefalina (Met-Enk), ligando naturale detetore oppioided e
DADLE, agonista sintetico del recettore oppiobdg-ig.IV.4.A-C e Tab.IV.3A-C).

Fig.IV.4.A Valutazione tossicita Dinorfina B mediarie saggio con MTT (n=2).
1.25 1

4 [
1.00 |

0.75 1

0.50 1

Variazione relativa vs CTR

0.25 1

0.00

CTR DYNB 0,01 yM  DYNB 0,1 yM DYNB 1 yM

CTR DYNB 0,01uM | DYNB 0,1uM | DYNB 1 uM
1,00+0,06) 0,73+0,09 0,80+0,07 0,860,064
Tab.IV.3.A: Variazione relativa vs controllo (CTR)xSD.
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Fig.IV.4.B Valutazione tossicita Met-encefalina meidnte saggio con MTT (n=2).

1.25 1
o 100 ——
=
S _
5 075
£ 050 -
0.25
0.00
CTR  Met-ENK 0,1 yM Met-ENK 1 yM Met-ENK 10 uM
CTR Met-ENK 0,1uM | Met-ENK 1uM | Met-ENK 10uM
1,00+0,04 0,70+0,15 0,65+0,02 0,91+0,05

Tab.IV.3.B: Variazione relativa vs controllo (CTR)+SD.

Fig.IV.4.C Valutazione tossicita DADLE mediante sagio con MTT (n=3).
1.25

- ]
1.00 I

0.75 4

0.50 -

Variazione relativa vs CTR

0.25 1

0.00
CTR DADLE 0,1 yM DADLE1puM DADLE 10 yM

CTR DADLE 0,1uM | DADLE 1 yM | DADLE 10 uM
1,00+0,05 0,97+0,02 0,95+0,04 0,98+0,03
Tab.IV.3.C: Variazione relativa vs controllo (CTR)+SD.

La Dinorfina B e la Met-Encefalina nelle due cortcarioni piu basse sembrano avere
un leggero effetto inibente ma che non risulta idteaamente significativo. Nel
complesso, pero, i tre oppiodi non sembrano avéedtietossici sulle H9c2 e per
ognuna delle sostanze testate non sono riscontdiffidgrenze significative tra una

concentrazione rispetto ad un’altra.

Si é deciso quindi di valutare le proprieta ant@ptiche di ognuno dei tre peptidi.
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IVV.4 — Oppioidi e protezione diretta dall’apoptosi

indotta dall'insulto “ischemico”

Deprivando le H9c2 di siero e glutammina e trattdéddon Rotenone 04M per
24 ore é stato possibile ottenere un modello dndaronsistente che causa apoptosi e
blocco della crescita cellulare.

Una volta validato il protocollo di danno e unataolalutata la tossicita delle
sostanze condizionanti si € proceduto ad indivieldanodello di condizionamento e, in
secondo luogo, il peptide che conferisse la maggiootezione alle cellule danneggiate.

Questa valutazione ¢ stata effettuata medianggdis di attivazione della caspasi 3.

IVV.4.1 — Validazione del modello di condizionamentd:

precondizionamento

Il primo modello di condizionamento testato € stdtgrecondizionamento:
ovvero la somministrazione dei peptidi per 24 onenp di effettuare il danno. Sono
state utilizzate Dinorfina B (DYNB) e Met-EncefairiMet-ENK) secondo lo schema
indicato di seqguito (Tab.IV.4.A).

CTR DANNO DYNBO,1pM DYNB1pM Met-ENK 10 pM

Precondizionamento (24 Ore):

DYNB 0,1uM - - + - _
DYNB1uM - - - + ;
Met-ENK 10yM - - - - +
Trattamento (24 ore):
DANNO - + + + +

Tab.IV.4.A: Schema trattamento precondizionamento.
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300 -
Sk HiH

250 1
% H##

200 1
% #H §

150 4

% vs DANNO

100 4

50' *

CTR DANNO  DYNBO,1pM DynB1uyM Met-Enk 10 yM

Fig.IvV.5
Valutazione della protezione dall’'apoptosi, nelle Kc2 danneggiate, tramite 24 ore di
precondizionamento con Dinorfina B e Met-Encefalingn=2) .
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 significativamente dierso da DANNO. ##P<0,01, ###P<0,001
significativamente diverso da CTR. §P<0,05 signifativamente diverso da DYNB 0,JuM.

CTR DANNO DYNB 0,1uM DYNB 1 uM Met-ENK 10uM

31,15+1,68 100,00+11,09  258,15+19,82 164,19+6,37 8,58*16,44

Tab.IV.4.B: % attivazione dell’apoptosi vs DANNO+SD

Tutti i campioni hanno mostrato rispetto al purcma (DANNO) un inasprimento
nell’attivazione della caspasi 3 in maniera staighente significativa.

Quindi, nel nostro modello, l'utilizzo di una stgia che comprenda il solo
precondizionamento non e in grado di proteggetdde? dall’attivazione dell’apoptosi

ma, anzi, aggrava il danno.

IV.4.2 — Validazione del modello di condizionament@:

percondizionamento

Si & quindi a proceduto a determinare se il tragtaim delle H9c2
contestualmente al danno (PERcondizionamento) pgtrsse alle cellule di contrastare
I'attivazione dell’apoptosi.

Per testare il percondizionamento sono state zdilez Dinorfina B (DYNB) e Met-
Encefalina (Met-ENK) secondo lo schema indicateatjuito (Tab.IV.5.A).
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CTR DANNO DYNBO,01pM DYNBO,1pM DYNB1pM Met-ENK 10 pM

Trattamento (24 ore):

DANNO - + + + + +
DYNBO0,01uM - - + - - -
DYNBO1yM - - - + - -
DYNB1yM - - - - + .
Met-ENK 10yM - - - - - +

Tab.IV.5.A: Schema trattamento percondizionamento.

160 -
140 T i
120 - i

100 7

80 1

% vs DANNO

60 T

40 7

dede
20 T |
i

CTR DANNO DYNB 0,01 yM DYNB 0,1 yM  DynB1puM Met-Enk 10 pM

Fig.IV.6
Valutazione della protezione dall'apoptosi, nelle l9c2 danneggiate, tramite percondizionamento
con Dinorfina B e Met-Encefalina (n=4).
**P<0,01 significativamente diverso da DANNO. #P<0@5 ##P<0,01 ###P<0,001 significativamente
diverso da CTR.

CTR DANNO DYNB 0,01uM | DYNB 0,1puM DYNB 1 uM Met-ENK 10puM

16,40+5,79 100,00+13,25 94,95+18,09 86,82+57,21 814,42 112,81+6,70

Tab.IV.5.B: % attivazione dell’apoptosi vs DANNO+SD

Anche con questo modello di condizionamento notato possibile inibire 'apoptosi

nelle H9c2 danneggiate. | trattamenti non hannotratmsdi essere efficaci, infatti, sia
le cellule solamente danneggiate (DANNO) sia lgdta hanno mostrato una maggiore
attivazione della caspasi 3 rispetto al controlem rdanneggiato (CTR), un risultato
statisticamente significativo. Solo il trattamergon le concentrazioni piu basse di
dinorfina B (DYNB 0,01uM e DYNB 0,1 uM) ha mostrato di indurre una lieve
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diminuzione dell'attivazione dell'enzima rispettd danno, ma in maniera non
statisticamente significativa.

Non sembra pero che i trattamenti aumentino l'atione delle caspasi 3: i punti
DYNB 1 uM e Met-ENK 10 uM mostrano, si, un lieve aumento dell’attivazione
dell’enzima rispetto al danno, ma tale aumento mealta essere statisticamente

significativo.

IV.4.3 — Validazione del modello di condizionament@:

precondizionamento “continuativo”

L'ultima strategia di trattamento testata combinaecpndizionamento e
percondizionamento: si precondizionano le H9c22deore e si continua a trattarle con
le sostanze condizionanti contestualmente aller@4dodanno, un precondizionamento
“continuativo”.

Per testare il precondizionamento “continuativaficatate utilizzate:
* Dinorfina B (DYNB) (Fig.IV.7 e Tab.IV.7);

* DADLE e Met-Encefalina (Met-ENK) (Fig.IV.8 e Tab.18);
secondo lo schema indicato di seguito (Tab.IV.6).

CTR DANNO Oppioide

Precondizionamento (24 ore):

Oppioide - - +
Trattamento (24 ore):

DANNO - + +

Oppioide - - +

Tab.IV.6: Schema trattamento precondizionamento “catinuativo”.
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120 -
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CTR

Valutazione della protezione dall'apoptosi,

DANNO DYNB 0,01 yM DYNB 0,1 yM

Fig.IV.7

precondizionamento “continuativo” con Dinorfina B (n=3).
*P<0,05 **P<0,001 significativamente diverso da DAINO. #P<0,05 significativamente diverso da

CTR.

nelle Mc2 danneggiate, tramite protocollo di

CTR

DANNO DYNB 0,01uM

DYNB 0,1 uM

9,99+3,94| 100,00+15,69 51,91+11,96

53,22+21,78

Tab.IV.7: % attivazione dell'apoptosi vs DANNO=SD.

120 1
100 1
o 807
z
z
<
2 601
v
>
X
40
20 1 *kk
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—_—
0
CTR

T

DANNO DADLE 1 yM DADLE 10 yM Met-Enk 1 uM

Fig.IV.8

Valutazione della protezione dall’apoptosi, nelle [9c2 danneggiate, tramite precondizionamento
“contiunuativo” con DADLE e Met-Encefalina (n=3).
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 significativamente dierso da DANNO. #P<0,05 significativamente

diverso da CTR.
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CTR DANNO DADLE 1uM| DADLE 10 uM | Met-ENK 1uM
10,22+1,96| 100,00+£14,05 46,67+17,33 43,99+19,86 68,060,517
Tab.IV.8: % attivazione dell'apoptosi vs DANNO=SD.

Le analisi indicano che con il precondizionamertoritinuativo” &€ possibile contrastare
I'attivazione dell’'apoptosi nelle cellule danneggiaPer quanto riguarda il determinare
quale tipo di molecola sia protettiva, il saggioihdicato che nelle H9c2 trattate con
Dinorfina B 0,01 e 0,uM e DADLE 1 e 10uM si riduce sensibilmente, e in maniera
statisticamente significativa, I'apoptosi rispetb campioni non trattati che ricevono
unicamente il danno (DANNO). Sia per la DinorfinaBe per il DADLE non risultano
differenze significative nell’'utilizzo di una conueazione rispetto all’altra. DADLE,
inoltre, sembra conferire una protezione lievemendggiore rispetto alla Dinorfina B.
Anche la Met-Encefalina riduce I'attivazione detizma rispetto al danno, ma non
risulta essere statisticamente significativa.

In seguito a questi risultati, si & deciso di miéire il protocollo di precondizionamento

“continuativo” e solo Dinorfina B e DADLE nei sugsvi esperimenti.

IV.5 — Cellule staminali e “microambiente
Ischemico” trattato o meno con peptidi oppioidi:

valutazione della migrazione di FMhMSC

Il passo successivo € stato determinare se il pdizionamento con oppioidi
modifichi la capacita di cellule H9c2 danneggiateetlutare elementi staminali. Per
guesto motivo sono state testate, attraverso saljgiigrazione con inserti cellulari, le
capacita migratorie di FMhMSC (cellule staminali saechimali umane derivate da
membrane fetali). Le staminali sono state messenéatto (per 18 ore) con i diversi
“microambienti ischemici”, precedentemente messpunto, trattati 0 meno con
Dinorfina B (Fig.IV.9 e Tab.IV.9) e DADLE (Fig.IVQ.e Tab.IV.10).
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Fig.IV.9

Saggi di migrazione delle FMhMSC poste nei microanibnti ischemici delle H9c2 precondizionati
“continuativamente” con Dinorfina B (n=3).

Variazione relativa vs DANNO

2.0 1

0.8 1

0.4 A

DANNO DYNB 0,01 uM DYNB 0,1 yM
DANNO | DYNB 0,01uM| DYNB 0,1 puM
1,00+0,00] 1,54+0,44 0,87+0,25

Tab.IV.9: Variazione relativa vs DANNO=*SD.

Fig.IV.10

Saggi di migrazione delle FMhMSC poste nei microanibnti ischemici delle H9c2 precondizionati
“continuativamente” con DADLE (n=3).
*P<0,05 significativamente diverso da DANNO.

Variazione relativa vs DANNO

2.8 1

2.4 1

2.0 1

1.6 1

1.2 1

0.8 1

0.4 1

0.0 -

DANNO DADLE 1 yM DADLE 10 yM
DANNO | DADLE 1 uM| DADLE 10uM
1,00+£0,00; 2,13+0,46 1,33+0,56

Tab.IV.10: Variazione relativa vs DANNO+SD.
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Gli esperimenti hanno evidenziato una aumentataanigne di FMhMSC in risposta al
trattamento con le concentrazioni piu basse di DEIRL.in misura minore, di Dinorfina
B. Solo in risposta al DADLE in maniera statistiGarte significativa. Le
concentrazioni piu alte delle sostanze risultanefficaci: campioni trattati con
Dinorfina B 0,1uM mostrano una migrazione minore rispetto a queiacampioni che
ricevono unicamente il danno (DANNO) e i campiorattati con DADLE 10uM
mostrano un aumento della migrazione che pero mgulta essere statisticamente
significativo.

In seguito a questi risultati, si & deciso di miilire nei successivi esperimenti solo il

DADLE, nella concentrazione piu bassa.

IV.6 — Determinazione delle possibili cause

dell'aumento della migrazione

Alla luce dei risultati dei saggi di migrazioneéscercato di identificare le cause
dell’aumentata migrazione delle cellule staminetie sono state ricercate su due fronti.
Da un lato si sono indagate possibili modificazidelle caratteristiche delle FMhMSC
promosse dall'interazione delle staminali con iedsi microambienti ischemici,
dall’altro si e valutato se il trattamento con DAPIlinducesse le H9c2 danneggiate ad

esprimere elementi chemoattrattivi.

IV.6.1 — Modificazioni delle caratteristiche delle
FMhMSC causate dall'interazione con il

microambiente “ischemico”

Nei successivi studi le cellule staminali sono estaiattate con i surnatanti
(medium condizionati, MC) di H9c2 che sono statergggiate e hanno subito 0 meno
il protocollo di precondizionamento “continuativaton DADLE:

e “MC DANNO” - MC delle cellule danneggiate;
e “MC DADLE 1 pM” - MC delle cellule danneggiate e trattate con DAOLEM.
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Inoltre, per determinare se i risultati riscontratelle FMhMSC dipendessero

dall'attivazione del recettoré oppioide nelle H9c2, sono stati preparati MC delle
cellule danneggiate e precondizionate “continuatieate” con DADLE 1 puM e
Naloxone 1uM, un antagonista sintetico che blocca i tre recetppioidi 6, k e p
(“MC NLX 1pM/DADLE 1uM”).

Per escludere che questo antagonista avesse effeiti sulle cellule, é stata valutata la
tossicita tramite saggio MTT su H9c2 trattate fimo/2 ore con tre concentrazioni
crescenti di Naloxone (Fig.IV.11, Tab.IV.11).

4.5 9
O CTR

T Naloxone 0,1 pM
4.0 1 =& Naloxone 1 pM

=¥ Naloxone 10 pM
3.5 1

3.0
2.5 4

2.0 1

Variazione relativa vs t=0 ore

-12 0 12 24 36 48 60 72 84

Tempo (ore)

Fig.Iv.11
Valutazione tossicita Naloxone mediante saggio cdTT (n=2).

Tempo (ore) CTR Naloxone 0,1lM | Naloxone 1uM | Naloxone 1QuM
0 1,00£0,08 1,00+0,08 1,00£0,08 1,00+0,08
24 1,47+0,17 1,43+0,17 1,36+0,01 1,40+0,06
48 2,66+0,16 2,49+0,11 2,49+0,21 2,40+0,15
72 3,43+0,16 3,21+0,21 3,10+0,39 3,21+0,73

Tab.IV.11: Variazione relativa vs tempo=0 ore+SD.

Il saggio MTT eseguito fino alle 72 ore indica ciheNaloxone in tutte e tre le

concentrazioni testate non e tossico per le H9c2.

IV.6.1.1 — Sopravvivenza FMhMSC

L’aumento di migrazione rilevato potrebbe essereutty in realta, ad un
aumento di sopravvivenza delle cellule staminaé elderiscono alla membrana e ne

attraversano i pori. Per escludere questa ipotesio sstati effettuati saggi di
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sopravvivenza con MTT sulle FMhMSC trattate coneidim condizionati delle H9c2
(Fig.lvV.12, Tab.IV.12).

2.0 1

1.5 4

1.0 1

0.5 1

Variazione relativa vs t=0 ore

4 MC DANNO
< MC DADLE 1 pM

0.0

-12 0 12 24 36 48 60 72 84
Tempo (ore)

Fig.Iv.12
Curva di sopravvivenza delle FMhMSC trattate con imedium condizionati delle H9¢c2 (n=3).

Tempo (ore) MC DANNO | MC DADLE 1 uM
0 1,00+0,06 1,00+0,06
24 1,32+0,07 1,29+0,10
48 1,35+0,04 1,36+0,05
72 1,49+0,27 1,44+0,21

Tab.IV.12: Variazione relativa vs tempo=0 ore+SD.

“MC DADLE 1 pM” non promuove la sopravvivenza dell@MhMSC rispetto ai
medium condizionati delle H9c2 che ricevono unicat@el danno (“MC DANNO”).
L’aumento di migrazione delle FMhMSC non € quindputabile ad un aumento della

loro sopravvivenza.

IV.6.1.2 — Valutazione delle capacita di adesione elle
FMhMSC

L’aumento di migrazione rilevato potrebbe essergutabile anche ad un
potenziamento delle capacita adesive delle FMhMSEbraatto col microambiente
ischemico trattato o meno con DADLE.

Per testare questa ipotesi sono stati effettugmisdi adesione. Sono stati utilizzati

anche medium condizionati trattati con Naloxoneantagonista dei recettori oppioidi,
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per valutare se le proprieta dei medium condiziodigiendessero da un meccanismo

mediato direttamente dai recettori oppioidi dediuide H9c2.
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Q
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<
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=
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S
2 0.50 -
S
N
=
= 0.25 -
>
0.00 -

MC DANNO

*%

MC DADLE 1 yM MC NLX 1uM/DADLE 1pM

Fig.IV.13
Saggio di adesione delle FMhMSCs trattate con i magm condizionati delle H9c2 (n=5).
**P<0,01 significativamente diverso da MC DANNO.

MC DANNO

MC DADLE 1uM

MC NLX 1uM/DADLE 1uM

1,00+0,13

1,27+0,13

1,09+0,04

Tab.lV.13: Variazione relativa vs MC DANNO=SD.

| risultati indicano una aumentata capacita di estesdi FMhMSC poste a contatto con

“MC DADLE 1 uM’ rispetto ai medium condizionati dellule ischemiche non trattate

(“MC DANNO?”). Il dato e statisticamente significat. Cellule staminali a contatto con

“MC NLX 1uM/DADLE 1pM” mostrano un lieve ma non sisticamente significativo

aumento di adesione rispetto a “MC DANNO”. Quin@dumento di migrazione delle

FMhMSC puod essere in parte attribuibile ad un aumelella capacita delle cellule

staminali di aderire alla membrana e attraversapoei. | dati dei medium condizionati

con Naloxone sembrano indicare, inoltre, che lgpeté dei medium condizionati che

promuovono I'aumento di adesione delle cellule staindipendono da un meccanismo

mediato direttamente dal recettéreppioide delle H9c2.
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IVV.6.2 — Determinazione delle capacita attrattivedelle
H9c2 all'interno del microambiente ischemico:

espressione genica

| saggi di migrazione indicano che il microambiergehemico precondizionato
“continuativamente” con DADLE &M e in grado di attirare le FMhMSC.
Per determinare se il trattamento con DADLE indiece9c2 danneggiate ad esprimere
elementi chemoattrattivi &€ stato effettuato weoeeningin Real Time PCR del profilo
di espressione genica di citochine e chemochirzaando il saggio su piastra “PCR
ARRAY” (Fig.IV.14 e Tab.IV.15); successivamentestata effettuata con singoli saggi
di Real Time PCR la validazione dell’'espression@ige d molecole considerate
promettenti (Fig.IV.15.A-D e Tab.IV.16).
Le H9c2 sono state trattate secondo il seguentnszliTab.lV.14):

DANNO DADLE 1 pM

Precondizionamento (24 ore):

DADLE 1 uM - +

Trattamento (18 ore);
DANNO + +
DADLE 1 uM - +

Tab.IV.14: Schema trattamento.

Fig.Iv.14
Screening dell’espressione genica di citochine earhochine: chemochine sovraespresse (n=1).

DADLE 1 pM|

1 N
10 1 \

S

Z

S 8-

2 ]

N %

.g 3 /

BN,

LSS I LSS

CCL3 | CCL17| CCL20] CCL24 CXCL3 CXCL7 CXCL1L CXCL13 L1
DANNO 1,00| 1,00 | 1,00, 1,000 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
DADLE1uM | 3,69| 1,92 | 3,13| 6,70 2,06 6,70 1,56 10,88 7,Y0

Tab.IV.14: Variazione relativa vs DANNO.
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Lo screening effettuato ha mostrato che, nelle H9¢c2 a cui @ossmministrato
DADLE, avviene un aumento dell’espressione di nokkemochine. Si e deciso, per il
momento, di validarne quattro - CCL3/MI;1CCL20/MIP-31, CXCL3/MIP-23 e
CXsCL1/Fractalchina - considerate promettenti anchia &lice della letteratura
scientifica corrente (Fig.IV.15.A-D).

cCL3 CCL20
120 4 120
100 4 100
80 80
60 60 1
40 40 {

20 20 1

% Espressione riferita a DADLE 1 uM
% Espressione riferitaa DADLE 1 pyM

DANNO DADLE 1 yM DANNO DADLE 1 yM
A-Validazione CCL3 (n=3). B-Validazione CCL20 (n=3).

CXCL3 CXx3cr1
120 1 120 1

100
80 4
60
40 4

20 4

% Espressione riferita a DADLE 1 uM
% Espressione riferitaa DADLE 1 pM

DANNO DADLE 1 yM DANNO DADLE 1 pM
C-Validazione CXCL3 (n=2). D-Validazione CX;CL1 (n=3).
Fig.IV.15.A-D

Validazione dell’espressione genica di chemochinensiderate promettenti.
*P<0,05 significativamente diverso da DADLE JuM.

DANNO | DADLE 1uM
CCL3 | 44,17+23,81 100,00+0,00
CCL20 | 48,97+25,02 100,00+0,00
CXCL3 | 42,0049,19| 100,00+0,0(

CX3CL1 | 33,85+25,10 100,00+0,00
Tab.lV.16: % Espressione riferita a DADLE 1 nM+SD.

L’analisi con i singoli saggi in Real Time PCR hanfermato che le cellule unicamente
danneggiate (DANNO) esprimono queste citochine @nigra minore rispetto alle
H9c?2 trattate con I'oppioide. Il dato é statistiearte significativo.
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Con il termine IPC, precondizionamento ischemicp,inglica un fenomeno
evolutivamente conservato, comune al'uomo e a imolmmiferi, per il quale,
esponendo il cuore a brevi cicli di ischemie suwigbrima di un danno ischemico
prolungato, si conferisce una profonda resisterifmfarto. La possibilita fornita
dall'lPC di manipolare la risposta del miocardio I'isthemia/riperfusione,
contrastandone il danno, ha offerto nuove prospetiello studio di strategie
terapeutiche volte a limitare I'infarto acuto delogardio ed altre forme di cardiopatia
ischemica, che rappresentano una delle principake di invalidita e mortalita a livello
mondiale.

Recentemente € stato dimostrato che I'azione amlopdizionamento ischemico
potrebbe coinvolgere anche cellule staminali: I'llBCstata proposta quale strategia
terapeutica per migliorare la sopravvivenza, la iik#azione e I'integrazione di cellule
staminali in aree ischemiche [295-298].

Complessivamente, i risultati forniti dagli studeplinici in vitro ein vivo e dai
trial clinici fino ad oggi eseguiti indicano che Ilgerapia cellulare cardiaca
potenzialmente possa avere effetti benefici ma sihenecessario approfondirne lo
studio, nel lungo periodo, in termini di sicurezzhefficacia.

Le conoscenze fino ad ora acquisite, infatti, suggeno che per superare le
problematiche della terapia cellulare servono apprehe associno I'utilizzo delle
cellule staminali a meccanismi che potenzino leacdg naturali dell’organismo di
richiamare le cellule Homing) e di permetterne l'inserimento e la sopravvivenza
nell'area di danngengrafment)

Si ritiene che il trattamento con IPC, non solo isiagrado di proteggere |l
miocardio dall'insulto ischemico, ma possa fornirga nuova strategia per potenziare
I'efficacia della terapia cellulare cardiaca, prawendo la mobilizzazione di cellule
staminali endogene, che risultano diminuite e liodiee nei pazienti con malattie
cardiovascolari [264], e migliorando ehgrafmente la sopravvivenza di cellule
staminali esogene trapiantate.

L'IPC, purtroppo, non é risultata facilmente trafge nella pratica clinica, per
problemi legati alla tempistica e all'invasivitalldeprocedura. Fin dalla sua scoperta si

sono quindi studiati i meccanismi che la carat#mo per identificare sostanze che
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attivino le medesime (o equivalenti) vie di segnafla utilizzare come terapia
farmacologica.

Inoltre, € un fatto ormai appurato che gli oppiadicorrispettivi recettori hanno una
robusta azione cardioprotettiva e sono coinvolli precondizionamento ischemico,
pertanto possono essere considerati candidatii igeallo sviluppo di una strategia
terapeutica farmacologica alternativa all'lPC.

Alla luce di quanto appena esposto si e decis@llitare se il condizionamento, in
particolare il precondizionamento, di cardiomioa@tn peptidi oppioidi protegga le
cellule dallapoptosi causata da un ambiente isit®me possa indurle a secernere
fattori — quali ad es. citochine 0 molecole chertratitve — specifici per richiamare o
modificare le caratteristiche di cellule staminatidogene e/o altri elementi staminali
esogeni da trapiantare in sede di infarto.

Al fine di testare questa ipotesi, per prima costato messo a punto un modello di
dannoin vitro che ricreasse il piu fedelmente possibile il méenbiente cardiaco
“ischemico”. E stata utilizzata la linea cellulatiecardiomioblasti di ratto H9¢2, le cui
cellule sono da anni impiegate in simulazionvitro di danno ischemico [303-305] e
sono ritenute un modello cellulare idoneo per stedii meccanismi molecolari
coinvolti nella sopravvivenza cardiomiocitaria.

Per mimare l'insulto ischemico ci si e focalizzaile componenti fondamentali che lo
caratterizzano: un inadeguato apporto di ossigemld ®ostanze nutritive rispetto al
fabbisogno metabolico del tessuto che viene calpito

Per ricreare le condizioni di ipossia, non lavoaimd ambiente privo di ossigeno, si &
proceduto a somministrare alle cellule Rotenone n-inibitore del complesso |

mitocondriale gia impiegato in passato in protacai simulazione di danno

ipossico/ischemico [306, 307] — in modo da bloccdee catena respiratoria
mitocondriale e impedirle di utilizzare ossigeno.

Il protocollo scelto prevede, infatti che, per 2ee,ole H9c2 ricevano Rotenone e,
contemporaneamente, siano deprivate di alcuni caemgofondamentali del terreno di
coltura: siero (fonte di fattori fondamentali quéditori di crescita, ormoni, fattori di

adesione, trasportatori, elementi minerali in teacc.) e glutammina (fonte di energia e
carbonio per la cellula).

La determinazione dell’entita del danno causatdaéaseffettuata mediante saggi di

crescita cellulare e di valutazione dell’attivazodel marker apoptotico caspasi 3.
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L’analisi ha mostrato che con il protocollo sceltgtato possibile ottenere un modello
di danno consistente che causa apoptosi e blodieoadescita cellulare.

In seguito si & proceduto ad individuare il modeli@ondizionamento e il peptide
che conferissero alle cellule danneggiate la maggimotezione dall’apoptosi.

Gli oppioidi testati sono ligandi dei due recett@ili coinvolti nei meccanismi di
cardioprotezione mediata da IPC: i recetbr k. Si e scelto, infatti, di usare Met-
Encefalina e DADLE due agonisti (rispettivamentdageno e sintetico) del recettare
la cui azione cardioprotettiva € ben consolidata [431, 132, 149, 154]. Per quanto
riguarda il recettore, € stato utilizzato il ligando endogeno DinorfiBaun oppioide
che ha mostrato d’essere coivolto nell’organogenasiiaca attraverso una complessa
serie di meccanismi intracrini [109, 308].

Dinorfina B e DADLE, quest’ultimo in maniera lievemte maggiore, hanno mostrato
di conferire una protezione diretta dall'apoptogiatta dal modello di microambiente
“ischemico” messo a punto. Anche la Met-Encefaliidiice I'attivazione dell’'enzima
rispetto al danno, ma la sua azione non risultissstaamente significativa.

L’azione protettiva delle sostanze testate si é@sesolo mediante un protocollo di
precondizionamento “continuativo”: 24 ore di pred@monamento con oppioidi e
successivamente 24 ore di induzione del danno,m@rtdo perd a somministrare i
peptidi oppioidi.

Prove in cui il trattamento era somministrato s@ate nelle 24 ore prima del danno
(puro precondizionamento), oppure in contemporaedanno (percondizionamento)
hanno mostrato una protezione dall’'insulto apoptotnefficace e, in alcuni casi, un
inasprimento dell’attivazione della caspasi 3.

Successivamente € stata studiata I'interaziond traodello di “microambiente
ischemico”, trattato o meno con i peptidi oppioidi,I'azione di cellule staminali
mesenchimali umane (hMSCs) che ne vengono a contatparticolare, si &€ indagato
se gli oppioidi modifichino la capacita delle céluH9c2 danneggiate di reclutare
FMhMSC e di influire sulla sopravvivenza o sulleratteristiche cellulari delle
staminali.
| saggi di migrazione cellulare hanno mostrato colee FMhMSC, poste nel
microambiente di cellule H9c2 danneggiate trattate le concentrazioni piu basse di
DADLE e Dinorfina B, aumentino la migrazione vergo “sede” di danno; solo in

risposta al DADLE in maniera statisticamente sigaiiva.
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Il passo successivo € stato cercare di identifiapossibili cause dellaumentata
migrazione delle staminali. Si e lavorato su dumntit da un lato si sono indagate
possibili modificazioni delle caratteristiche deFhMSC, promosse dall'interazione
delle staminali con i diversi microambienti ischemidall’altro si & valutato se il
trattamento con DADLE inducesse le H9c2 danneggede esprimere elementi
chemoattrattivi.

Per quanto riguarda il “versante hMSC”, grazieisultati dei saggi MTT delle
FMhMSC a contatto con i medium condizionati, € ctabssibile escludere che
'aumento di migrazione rilevato sia dovuto, inlt@aad un aumento di sopravvivenza
delle cellule staminali che aderiscono alla membmane attraversano i pori.

Al contrario, i saggi di adesione indicano un autoedella capacita adesiva delle
FMhMSC; quindi 'aumento di migrazione di questarsinali pud essere in parte
attribuibile ad un aumento della capacita delle M&C di aderire alla membrana e
attraversarne i pori.

Inoltre, i dati degli MC con Naloxone sembrano cade che le proprieta dei medium
condizionati che promuovono l'aumento di adesiomgendano da un meccanismo
mediato direttamente dal recettéreppioide delle H9c2.

Sul versante “H9c2”, per determinare se il trattatnecon DADLE inducesse le
cellule danneggiate ad esprimere elementi chenattatty € stato effettuato uno
screeningn Real Time PCR del profilo di espressione gediczitochine e chemochine
dopo 18 ore di danno.

Le chemochine, una sottofamiglia di citochine iady di richiamare con uno stimolo
chemotattico cellule che esprimono sulla superfeagulare i loro recettori, sono le
principali responsabili della mobilizzazione di vapi cellulari tra cui leucociti, HSC,

MSC, ecc.

Il miocardio ischemico ha mostrato di poter ateale BM-MSC [278] ed una delle

caratteristiche principali del miocardio post-infeto [278-280] e l'induzione delle
chemochine.

Gli stimoli pro-infiammatori, che sono parte intagte dellambiente ischemico, sono
in grado di regolare I'espressione delle chemoclnéei loro recettori in vari tipi

cellulari [282-284], tra cui le MSC umane [285]tadhine pro-infammatorie quali

TNF-o e IFN<, hanno infatti dimostrato di poter potenzidre vitro I'azione di

mobilizzazione esercitata dalle chemochine sull€CNIZB5, 286].
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Sono sempre piu numerose le ricerche che dimoste@mresenza di recettori delle
chemochine sulla superficie cellulare delle MSChe provano direttamente, con saggi
in vitro, che numerose chemochine (tra cui, ad esempio 3G0P-1a, CCL20/MIP-
30, CCL5/RANTES, CXCL12/SDF-1, CiCL1/Fractalchina ecc...) sono in grado di
richiamare cellule staminali mesenchimali [285-291]
Lo screeningeffettuato con il PCR Array ha mostrato che nél@c2 a cui e stato
somministrato DADLE avviene un aumento dell’espmss di alcune chemochine. Tra
le chemochine che sono risultate sovraespressdesiigo di validare, con singoli saggi
di Real Time PCR, CCL3 CCL20 CXCL3 e €1, considerate promettenti anche
alla luce della letteratura scientifica corrent8g2287-291].
L’analisi in Real Time PCR ha poi confermato checédlule unicamente danneggiate
esprimono le quattro citochine in maniera minorgpeito alle H9c2 trattate con
DADLE e che il dato é statisticamente significativo

Per concludere, i risultati ottenuti indicano chiedfina B e DADLE, utilizzati
in un contesto di precondizionamento “continuatjvedno in grado di conferire una
protezione diretta dall’apoptosi indotta nelle H9dal modello di microambiente
“ischemico” messo a punto per questo progetto.
DADLE, inoltre, agisce sulle cellule H9c2 “ischeim& spronandole a creare un
microambiente capace sia di attirare elementi stalmisia di promuovere cambiamenti
a livello delle FMhMSC (potenziamento delle capaeitiesive). In quest’ultimo caso, le
proprieta dei medium condizionati che promuovonaumento di adesione sono
risultate dipendere da un meccanismo mediato dinsthte dal recettor& oppioide
delle H9c2.
In piu, i dati fino ad ora raggiunti suggerisconmecla capacita del microambiente
ischemico trattato con DADLE di attirare le cellgkaminali possa essere imputabile ad
una maggiore espressione di chemochine da parte tHc2. Per confermare
definitivamente quest’ipotesi, perd, sono necessiteriori studi: € fondamentale
approfondire lo studio delle chemochine sovraesgrgser identificare quale sia (0
eventualmente quali siano) la chemochina primanmdeneaesponsabile dell’azione

chemoattrattiva e come agisca all'interno del naanbiente.
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