Alma Mater Studiorum — Universita di Bologna

DOTTORATO DI RICERCA IN

SCIENZE CHIRURGICHE

Ciclo XXXI

Settore Concorsuale di afferenza: 06/E1

Settore Scientifico disciplinare: MED/22

Terapie farmacologiche nell’attivita degenerativa della
metalloproteinasi-9 negli aneurismi dell’aorta addominale

Presentata da: Rodolfo Pini

Coordinatore Dottorato Relatore

Chiar.mo Prof. Annalisa Patrizi Chiar.mo Prof. Gianluca Faggioli

Esame finale anno 2019



INDICE

e ABSTRACT

* INTRODUZIONE

* BACKGROUND

* ENDPOINTS

e METODI

e RISULTATI

e DISCUSSIONE

e LIMITI

¢ CONCLUSIONI

e TABELLE

* FIGURE

* BIBLIOGRAFIA

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

pag.

13

16

19

19

20

22

24



ABSTRACT

Introduzione.Lo sviluppo degli aneurismi dell’aorta addominale (AAA) ¢ da associarsi
prevalentemente ad un’eccessiva proteolisi della matrice extracellulare (ECM), mediata da metallo-
proteinasi (MMPs). Differenti farmaci hanno mostrato un’attivitda modulatoria rispetto alla
produzione delle MMP-9, principalmente coinvolta nello sviluppo degli AAA, che potenzialmente
possono influenzare la crescita dell’aneurisma stesso. Lo scopo dello studio ¢ stato valutare
influenza di differenti attivita farmacologiche sulla produzione di MMP nei tessuti aortici di

aneurismatici.

Metodi. Sono stati prelevati segmenti di parete aortica aneurismatica da pazienti portatori di AAA e
sottoposti a trattamento chirurgico open. Da tali tessuti sono state ricavate le cellule staminali
mesenchimali (CSM — identificate come maggiormente associate alla produzione di MMP-9) e
saggiate per I’espressione genica di MMP-9 a livelli basali. Sono stati effettuate valutazioni di
vitalita e espressione genica di MMP-9, mediante Real Time PCR in associazione a tre differenti

farmaci: Pioglitazone, Sinvastatina e Doxiciclina, a differenti concentrazioni.

Risultati. Lo studio ¢ stato approvato dal comitato etico locale e sono stati utilizzati 12 prelievi da
pazienti portatori di AAA. Da tutti i segmenti sono state ricavate CSM e saggiate mediante Real
Time PCR. Nel campione basale in assenza di farmaco si € riscontrata un’iperespressione di MMP-
9, 400 volte superiore rispetto ai controlli sani (P=.0001). Tutti i farmaci testati si sono associati al
mantenimento della vitalita cellulare testata e hanno dimostrato una significativa riduzione
dell’espressione di MM-9 (P<0,001) con valori risultanti dall’analisi della Real Time mediante il
metodo comparativo del 272, di 0,46 per Pioglitazone (10 uM), 0,1 per Doxiciclina (25 pM) e
0,58 per Sinvastatina (10 uM)

Conclusioni.

L’attivita farmacologica testata si ¢ associata a una significativa riduzione dell’espressione di
MMP-9 da parte delle CSM mantenendo la vitalita cellulare, questa valutazione pone le basi per un
possibile studio in vivo delle differenti attivita farmacologiche nel rallentamento dello sviluppo

degli AAA.

Parole chiave: AAA; CMS; infiammazione; MMP-9; terapia farmacologica; pioglitazone;

sinvastatina; doxaciclina.



INTRODUZIONE

L’attivita di ricerca ¢ stata incentrata sull’isolamento e caratterizzazione di cellule staminali
mesenchimali (MSC) dalla parete arteriosa patologica di un aneurisma dell’aorta addominale
(AAA) identificando il loro ruolo nella patologia aneurismatica e saggiando tali differenti farmaci

di differenti famiglie per valutare ’influenza nell’espressine genica di MMP-9. '~

L’aneurisma dell’aorta addominale (AAA) ¢ una patologia caratterizzata dalla dilatazione
focale e permanente dell’aorta (>50% del diametro normale), che porta al progressivo
indebolimento della parete del vaso fino alla rottura. La formazione di un AAA ¢ asintomatica, non
si associa a segni o sintomi e la sua rottura presenta un alto tasso di mortalita. Un aspetto peculiare
dell’AAA ¢ rappresentato dalla sbilanciata attivita degli enzimi proteolitici della parete arteriosa,
che si traduce in un’eccessiva degradazione della matrice extracellulare e nell’indebolimento della
parete vascolare specie nella tonaca media. In letteratura si sono identificati i meccanismi
principalmente coinvolti nella formazione ad esso associati: processo infiammatorio, up-regolazione

delle metalloproteasi (MMPs), stress ossidativo, ipossia e invecchiamento della parete vascolare. >

Le MMPs sono una famiglia di enzimi proteolitici, distinti in diverse classi in base al
substrato della matrice extracellulare che degradano. Le MMPs principalmente coinvolte nella
patogenesi dell’aneurisma sono le collagenasi (MMP-1,-8,-13,-18) che degradano il collagene di
tipo I, II e III, e le gelatinasi (MMP-2,-9) il cui substrato ¢ rappresentato dalla gelatina. L’aumento
di produzione e dell’attivita proteolitica delle MMPs riveste una notevole importanza
nell’insorgenza dell’AAA. Studi su pazienti affetti da AAA mostrano elevati livelli plasmatici di
MMP-2 e MMP-9. E’stato inoltre dimostrato che le gelatinasi sono necessarie per indurre

sperimentalmente un AAA nel topo. **



Le MSC rivestono una notevole importanza nel campo terapeutico per la loro attivita
immuno-modulatoria. Queste cellule regolano infatti la risposta immune in caso di danno tissutale,
trapianto o malattie autoimmuni, attraverso la loro capacita di sopprimere la proliferazione dei
linfociti T e delle cellule Natural Killer. Differenti elementi, tra cui I’invecchiamento e 1’insorgenza
di mutazioni o modificazioni epigenetiche a carico di MSCs, possono determinare un incremento

T .. . . . . . 2-9
dell’attivita proteolitica e inflammatoria riscontrata nella parete vascolare aneurismatica.

Lo studio che viene riportato si ¢ quindi sviluppato in continuazione di un precedente studio di
valutazione dell’attivita delle CSM che ha evidenziato la loro attivita nella produzione di MMP-9,
andando attualmente a valutare possibili influenze farmacologiche su tali cellule nella regolazione

genica per la produzione di MMP-9.



BACKGROUND

La presenza di MSCs nella parete vascolare ¢ stata dimostrata in diverse esperienze associata a
processi degenerativi. Il team di ricerca diretto dal Prof Pasquinelli ha maturato un’esperienza
decennale nell’isolamento di MSC dalla parete di diversi segmenti arteriosi ottenuti da donatori sani

di varie eta e caratteristiche cliniche. °*

Attualmente non esiste una terapia farmacologica specifica in grado di ripristinare la normale
condizione della parete del vaso in presenza di un AAA e quando il diametro supera i 5.5 cm vi ¢
I’indicazione ad effettuare un trattamento chirurgico correttivo per ridurre il rischio di rottura di tale
aneurisma. La patogenesi di un AAA ¢ associata alla degradazione della tonaca media arteriosa,
mediata dall'attivita proteolitica degli enzimi secreti dalle cellule della parete vascolare stessa e da
cellule infiammatorie. Le MMP rappresentano i mediatori molecolari coinvolti nella degradazione
della matrice extracellulare (ECM). Contestualmente, 1’inflammazione influenza ulteriormente il
rimodellamento tissutale, in quanto i linfociti T, B e macrofagi migrano nel tessuto lesionato,

rilasciando citochine pro-infiammatorie (IL-1pB, IL-6, TNF-a, etc) e MMPs, ***°

Oltre a cellule inflammatorie, le MMPs sono prodotte e rilasciate anche da MSCs a diversi livelli,
come dimostrato da numerose esperienze. Infatti, MMPs in particolare MMP-2 e MT-MMP1 sono
essenziali per la migrazione di MSCs e la capacita invasiva. ">

Data la completa assenza di possibili terapia mediche per rallentare o inibire la formazione degli

AAA, numerosi studi osservazionali hanno cercato correlazioni tra 1’evoluzione degli AAA e

concomitanti terapie mediche.



In particolare la terapia antidiabetica del pioglitazone e delle statine si associano a un’attivita
antiinfiammatoria in grado di ridurre la produzione di MMP-9 da parte delle CSM. In maniera
analoga un altro farmaco appartenente alla famiglia delle tetracicline, la doxazosina si ¢ associata
alla riduzione sierica dei valori delle MMP-9, lasciando ipotizzare un’azione diretta sulla parete

dell’ AAA P2

ENDPOINTS
1: isolamento di AAA-MSCs , caratterizzazione, valutazione della produzione di MMP-9

(Fase 1 studio precedentemente condotto)

 Isolamento di MSC da campioni di parete aortica aneurismatica prelevati durante trattamento
chirurgico open di AAA

* Caratterizzazione morfologica, di antigeni e fattori di trascrizione delle MSC

* Caratterizzazione di AAA-MSC per l'espressione di MMP: MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e
EMMPRIN (mRNA, proteine e valutazione di attivita).

* immuno-modulazione di AAA-MSC: la possibilita di regolare la reazione immunitaria attraverso
co-colture di MSC e linfociti isolati da sangue periferico (PBMC) .

» modulazione dell’espressione di MMP-9 attraverso un approccio anti-inflammatorio mediante

esposizione delle AAA-MSC alla citochina IL-10. *%2°

2: valutazione dell’attivita farmacologica sulle AAA-MSC (Fase 2 studio e elementi
dell’attuale ricerca)
* Valutazione della vitalita cellulare a concentrazioni farmacologiche efficaci mediante
colorazione con cristal violetto

* Valutazione attivita del Pioglitazone nell’espressione genica di MMP-9 e PPAR-y nelle

AAA-MSC



Valutazione attivita della Sinvastatina nell’espressione genica delle MMP-9 nelle AAA-

MSC

Valutazione dell’attivita della doxiciclina nell’espressione genica delle MMP-9 nelle AAA-

MSC



MATERIALI E METODI

Popolazione dello studio

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico Locale (protocollo numero APP-13-01) e i pazienti
arruolati hanno sottoscritto mediante un consenso informato la loro partecipazione allo studio.

I segmenti di AAA sono stati forniti dall’Unita di Chirurgia Vascolare dell’Universita di Bologna,
Policlinico S. Orsola-Malpighi. 12 campioni sono stati raccolti da pazienti sottoposti a trattamento
chirurgico per riparazione di AAA (gruppo A). I dati demografici e fattori di rischio sono stati
inseriti in un database elettronico dedicato.

I segmenti di aorta toracica proveniente da tre donatori sani (non portatori di aneurismi) sono stati
forniti dalla Banca dei Tessuti cardio-vascolari dell’Ospedale Universitario S. Orsola-Malpighi,
Bologna. Tali tessuti vascolari derivano dai segmenti arteriosi scartati dalla banca e sono stati usati
come gruppo di controllo sano (group B) con 1’approvazione del Comitato Etico Locale (protocollo
numero APP-13-01). I segmenti aortici sani sono stati scelti secondo criteri specifici: eta donatore
fra tra 18 e 55 anni per escludere che il processo di invecchiamento interferisse con la nostra analisi;
causa della morte non associata a malattie cardiovascolari pre-esistente o emorragia cerebrale. Cio ¢
stato effettuato per poter confrontare i dati del gruppo A con un gruppo di soggetti sani in assenza di

rischio cardiovascolare. Lo studio ¢ stato effettuato mediante valutazioni istologiche e cellulari. >"*'

Isolamento di MSC da tessuto AAA

11 protocollo utilizzato per I’isolamento di MSCs da segmenti vascolari consiste di un adeguamento
della tecnica precedentemente descritta da Pasquinelli et al. 2010. Due cm” di sezioni di campioni
sani e aneurismatici sono stati digeriti in una soluzione enzimatica contenente 0,3 mg/mL di
Liberasi tipo II (Liberase TM Ricerche Grade, Roche) a 37°C in rotazione. Il risultante omogenato
tissutale ¢ stato filtrato utilizzando dei filtri a diametro decrescente (100-70-40pm) per eliminare i
residui di non-tessuto digerito, poi centrifugato a 1200 rpm. La vitalita delle cellule ¢ stata valutata

mediante colorazione con Trypan blu. Le MSCs isolate da tessuto di aneurisma sono state
9



identificate con la sigla AAA-MSCs, mentre MSCs isolate da aorta sana sono state definite come
MSC di controllo (¢cMSCs). AAA-MSCs ¢ ¢cMSCs sono state coltivate secondo le condizioni di
coltura standard (37° C incubatore, 5% CO2) in DMEM arricchito con siero bovino fetale 20%

(FBS; Sigma Aldrich) e espanso in vitro. !

Trattamenti farmacologici nelle AAA-MSC

La prima fase dello studio ¢ stata mirata alla valutazione delle colture primarie delle AAA-MSC nel
riprodurre la patogenesi dell’aneurisma in vitro. La seconda fase, descritta nella presente tesi, ¢ stata
indirizzata alla valutazione dell’efficacia di diversi trattamenti farmacologici sul modello cellulare
in uso. A tal scopo, le AAA-MSC sono state staccate dalla fiasca di coltura mediante incubazione
con tripsina, centrifugate a 1200 rpm per 5’ e contate prima della semina con Trypan Blue; 80000
cellule/ml sono state seminate in piastre multipozzetto da 6 in duplicato, in modo da osservare la
risposta al farmaco sia in termini di vitalita cellulare sia mediante analisi dell’ espressione genica. Il
giorno dopo la semina, le AAA-MSC sono state trattate con i farmaci selezionati, rispettando il

seguente schema di trattamento:

Le condizioni di trattamento osservate sono state le seguenti:
1. CTRL: AAA-MSC coltivate in terreno tradizionale (DMEM+10% FBS)
2. DMSO (dimetil-solfossido): AAA-MSC coltivate in terreno tradizionale (DMEM+10%
FBS) con aggiunta di DMSO, in quanto ¢ il solvente in cui sono stati disciolti 1 farmaci, al

momento della preparazione

FARMACO CONCENTRAZIONE DURATA
Pioglitazone 5-10-25 pM 24 h
Doxiciclina 10-25 pM 24 h
Simvastatina 10 pM 24 h

10



3. TRATTATO: AAA-MSC esposte alle diverse concentrazioni farmacologiche

Saggio di vitalita cellulare

La sopravvivenza cellulare rappresenta un indice importante nel valutare gli effetti della risposta ad
un farmaco. Tale analisi ¢ stata dunque effettuata nelle AAA-MSC dopo trattamento di 24 h con i
farmaci testati. A tal scopo, al termine del trattamento il terreno ¢ stato aspirato da ciascun pozzetto
e, dopo un lavaggio con tampone fosfato salino (PBS), le cellule sono state fissate in formalina per
10’ a temperatura ambiente. Successivamente, le cellule sono state incubate con il colorante
cristalvioletto (1% in metanolo) per 20’ in agitazione a temperatura ambiente, in modo da marcare
le cellule vive e poter costruire una curva di crescita. Il colorante ¢ stato poi estratto mediante acido
acetico all’1% in acqua, trasferito in piastre multipozzetto da 96 e I’intensita del colorante ¢ stata

valutata mediante lettore di piastra alla lunghezza d’onda di 595 nm.

Analisi dell’espressione genica

Al termine del trattamento di 24 h, le AAA-MSC sono state processate per I’analisi dell’espressione
genica. L’RNA totale ¢ stato estratto dalle AAA-MSCs mediante omogeneizzazione della
sospensione cellulare in TRIreagent (Life Technologies), in modo da rompere le membrane cellulari
e favorire il rilascio dell’acido nucleico. Successivamente alla lisi, il cloroformio ¢ stato aggiunto ai
campioni di omogenato e agitato vigorosamente, per consentire la separazione delle due fasi. |
campioni sono stati centrifugati a 12000 g, poi la fase acquosa contenente I’'RNA ¢ stata raccolta e
trasferita in una nuova provetta. L’RNA ¢ stato poi precipitato in alcool isopropilico, incubato a
temperatura ambiente per 10 minuti e poi centrifugato. Il pellet visibile di RNA ¢ stato infine lavato
con etanolo al 75%, centrifugato e lasciato asciugare per dieci minuti. L’RNA ¢ stato disciolto in
acqua priva di RNAsi e conservato a 20°C fino all'uso. Alla fine del protocollo di estrazione di
RNA, Dintegrita e la concentrazione sono state valutate usando ND-1000 (spettrofotometro
NanoDrop, ThermoFisher). La reazione di retrotrascrizione per la sintesi del cDNA ¢ stata
effettuata su tutti i campioni di RNA con un rapporto di assorbanza (260/280) tra 1.8-2.2. L’RNA
totale ¢ stato retro-trascritto in un volume finale di 20 pL utilizzando il kit High Capacity cDNA

Reverse Transcription (Life Technologies).La qPCR ¢ stata eseguita mediante lo strumento Gene
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Amp 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems), usando la Sybr green Master Mix
(Life Technologies) e coppie di primer specifici per i geni di interesse: MMP-9 FWD
GAACCAATCTCACCGACAG, MMP-9 REV GCCACCCGAGTGTAACCAT, PPAR-y FWD
GTGGTAGGTAAGGAAGGGGC, REV GGCTGACTCTCGTTTGAGAA. 11 gene codificante per
I’enzima Gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi (GAPDH) ¢ stato utilizzato come housekeeping.
L’analisi dei risultati ¢ stata effettuata applicando I’algoritmo del 2"-AACt; i risultati sono stati

espressi come aumento/diminuzione del trascritto rispetto al controllo trattato con il solo DMSO,

. 37-41
veicolo del farmaco.

Analisi statistica

L’analisi dei dati e la loro rappresentazione grafica ¢ stata eseguita mediante il software statistico
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc). I risultati sono stati espressi come media + deviazione
standard e 1’analisi statistica ¢ stata valutata utilizzando il t test (per il confronto tra i due gruppi),
one-way ANOVA test seguito dal post hoc test di Bonferroni (per il confronto tra piu di due
gruppi). I risultati sono stati considerati statisticamente significativi con un livello di confidenza del

95% (valore p < 0.05).
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RISULTATI

Popolazione dello studio

Le caratteristiche demografiche, i fattori di rischio, le co-morbidita e la terapia medica in atto dei
pazienti inclusi nello studio sono riportati in tabella 1 e 2.

Caratteristiche istologiche della parete di AAA

Come precedentemente evidenziato nello studio in fase 1, la colorazione con ematossilina/eosina
effettuata su sezioni di tessuto aortico dello spessore di 4 pm, ha mostrato le peculiari caratteristiche
istologiche dell’aorta aneurismatica: perdita della struttura parietale, intenso focolaio infiammatorio

e presenza di placche lipidiche (Figura 1).

Espressione marker mesenchimali nella parete AAA

Al fine di escludere 1’origine emopoietica delle MSC isolate dalla parete vascolare delle biopsie
AAA raccolte, nella fase 1 dello studio ¢ stata osservata I’espressione dei marker mesenchimali
CD44 e CD90 in situ; il dato ottenuto ha confermato ’esistenza di cellule stromali positive ai
marker selezionati (Figura 2 a, b, ¢, d), consentendo pertanto di procedere con I’isolamento delle

MSC e la loro caratterizzazione.

Espressione basale di MMP-9 nelle AAA-MSC

Considerato il decisivo ruolo di MMP-9 nella degradazione della matrice e dunque nel progressivo
indebolimento della parete vascolare, ulteriore obiettivo dello studio precedente ¢ stato analizzare
I’espressione di MMP-9 nelle AAA-MSC. E’ stato infatti dimostrato che le AAA-MSC esprimono
elevati livelli di MMP-9, come risultato sia dall’analisi del trascritto tramite Real Time PCR (Figura
2), sia della proteina e della sua attivita enzimatica (Ciavarella et al, 2015). Inoltre, lo studio
precedentemente condotto ha dimostrato come un approccio anti-inflammatorio mediante
somministrazione della citochina IL-10 abbia un’azione inibitoria sull’espressione genica di MMP-

9. Tali dati, pubblicati nel 2015, costituiscono la premessa allo studio attuale volto a dimostrare
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I’efficacia di diversi farmaci nel ridurre MMP-9 e dunque potenzialmente in grado di bloccare la

degenerazione aneurismatica.

Trattamento farmacologico nelle AAA-MSC: analisi della vitalita cellulare

I dati ottenuti nella fase 1 dello studio hanno dimostrato che le colture primarie isolate dalla parete
aneurismatica costituiscono un valido modello in vitro, in grado di mimare la patologia in esame.
Sulla base di cio, la seconda fase ¢ stata indirizzata alla valutazione dell’efficacia farmacologica di
pioglitazone, doxiciclina e simvastatina su tale modello cellulare. A tal scopo, le AAA-MSC sono
state trattate con i1 suddetti farmaci per 24 ore e successivamente caratterizzate in base alla
percentuale di sopravvivenza cellulare. A tal proposito ¢ stato utilizzato il cristalvioletto, un
colorante in grado di marcare le cellule rimaste adese al pozzetto e dunque di quantificare il numero
di cellule vitali. I valori di assorbanza per ciascun campione sono stati confrontati rispetto alle
AAA-MSC non trattate e in presenza del veicolo in cui i farmaci sono stati disciolti, il DMSO, in
quanto tale reagente ha un grado di tossicita per le cellule. I dati ottenuti hanno mostrato un calo
della sopravvivenza cellulare pari al 20%, rivelando dunque che nessuno dei farmaci causa una

drastica riduzione della proliferazione cellulare alle dosi e ai tempi osservati, sebbene le differenze

riscontrate tra i trattati e il controllo (dmso) siano statisticamente significative. (Figura 3).

Effetto del pioglitazone sull’espressione genica di PPAR-g

Il pioglitazone ¢ un farmaco agonista del PPAR-y, fattore trascrizionale regolatore del
differenziamento adipogenico e di cui ¢ stato dimostrato un ruolo anti-infiammatorio. Considerato
quindi il possibile ruolo terapeutico di tale fattore di trascrizione, ne abbiamo osservato
I’espressione nel nostro modello cellulare di AAA-MSC. I risultati ottenuti hanno mostrato un

aumento della trascrizione del PPAR-Y in risposta al trattamento con pioglitazone; in particolare, si

osserva un aumento signifcativo a 5 e 25 pM (1.475 + 0.1 nel trattamento con 5 u M e 2+0.04 nel

trattamento con 25 u M rispetto al controllo dmso 0.9+0.03).(Figura 4 a).
14



Espressione genica di MMP-9 nelle AAA-MSC post-trattamento

Dopo aver verificato 1’assenza di citotossicita del trattamento farmacologico sulle AAA-MSC, ai
tempi e alle concentrazioni osservate, abbiamo analizzato I’espressione di MMP-9 nei diversi
gruppi di trattamento. Come mostrato nel grafico in Figura 4b, dopo 24 ore di esposizione ai diversi
farmaci, si osserva una significativa riduzione dei livelli trascrizionali di MMP-9 (Figura 3b). 1

27AC1

valori risultanti dall’analisi della Real Time mediante il metodo comparativo del sono riassunti

in Tabella 3.
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DISCUSSIONE

La parete arteriosa ¢ un’entita dinamica costituita da differenti elementi cellulari, in grado di
influenzare il processo di omeostasi del tessuto. L’alterazione dell’attivita cellulare e molecolare
puo essere determinato da difetti genetici o fattori ambientali, portando cosi a disturbi vascolari.
L’aorta addominale presenta caratteristiche morfologiche peculiari essendo caratterizzata da una
diminuzione del contenuto di elastina corrispondente a un numero ridotto di unita lamellari rispetto
al segmento toracico. La contestuale minor presenza di cellule muscolari lisce, rende ’aorta
addominale maggiormente prona alla formazione di aneurismi.

Gli AAA sono una patologia degenerativa dell’aorta, determinata dalla proteolisi della matrice
extracellulare, che porta alla diminuzione di elastina, collagene e proteine, che sono responsabili
della resistenza e stabilita. Il turnover della matrice extracellulare ¢ un processo fisiologico,
necessario per il mantenimento della omeostasi del tessuto ed ¢ determinato da enzimi proteolitici,
tra cui le MMP. Un’iperattivita di MMP puo portare ad uno alto stato di degradazione della ECM
che insieme alla riduzione delle cellule muscolari lisce porta alla riduzione della parete dei vasi. "'
Le MSC possono essere isolate da diversi tessuti ed espanse in colture in vitro. Inoltre, le MSCs
sono ipo-immunogeniche, possedendo la capacita di modulare negativamente la reazione
immunitaria ed esercitare una funzione antinflammatoria. Tale attivita ¢ mediata dal rilascio di
citochine antinfiammatorie (TGF, IL-10), e di enzimi (IDO, NO) conducendo all'anergia cellulare e
blocco del ciclo delle cellule T e B, inibizione di cellule NK. L’ AAA costituisce un ideale modello
patologico per eseguire valutazioni sulle caratteristiche e funzionalita di MSC. Abbiamo pertanto
raccolto dodici campioni di tessuto aortico proveniente da pazienti sottoposti al trattamento
chirurgico tradizionale per AAA. Nostri precedenti studi ci hanno permesso di constatare la
presenza di MSC, valutata attraverso una immuno-colorazione per antigeni mesenchimali su sezioni
di AAA. Accanto a cellule inflammatorie che invadono la parete dell’AAA, cellule positive per
CD44 e CD90 potrebbero essere localizzate a livello della nicchia perivascolare. In seguito,

abbiamo valutato la componente di MSC della parete aortica sana. Le MSC sane e patologiche
16



(AAA-MSCs) sono state confrontate su diversi livelli: caratteristiche morfologiche in vitro,
immunofenotipo e profilo molecolare. Un numero consistente di AAA-MSCs ¢ stato ottenuto dai
tessuti raccolti e tutti i campioni cellulari ha rivelato caratteristiche di base analoghe a quelle delle
nostre precedenti osservazioni su CMSC. Le AAA-MSCs hanno mostrato un tipico pattern di
antigeni di superficie di cellule mesenchimali. **®

Real Time qPCR ¢ stato dimostrato che non esistono differenze significative tra soggetti sani e
patologici. Si ¢ valutata anche le AAA-MSC dal punto di vista funzionale, indagando l'espressione
di MMP e la capacita di contrastare la reazione immunitaria.

MMP-9 ¢ nota per essere una proteina inducibile, anzi la sua espressione in genere dipende da
fattori esterni, come TNF-a. MMP-2 e MMP-9 hanno dimostrato svolgere un ruolo importante nella
degradazione della matrice extracellulare e quindi nell’origine e progressione di un AAA. Sulla
base di queste premesse, abbiamo valutato i livelli di espressione di MMP-2, MMP-9 ¢ i loro
I’espressione di MMP-9, sia a livello di mRNA che di livelli di espressione di proteine: una
prominente trascrizione di mRNA (400 volte maggiore di MSC) e la produzione di proteine sono
stati osservati in AAA-MSC. Ulteriore conferma dei dati ottenuti su MSCs vascolare, ¢ derivata
dall'analisi dell’espressione tissutale di MMP-9. Un aumento dell’ mRNA di MMP-9 ¢ stato
individuato in tessuti di AAA, che possono contenere differenti fonti cellulari di MMP,
specialmente cellule infiammatorie, quali macrofagi. ***®

Efficacemente, I’immunocolorazione per MMP-9 ha etichettato molte cellule infiammatorie, ma
sono state rilevate anche positivita di popolazioni MSC a MMP-9 tra cellule perivascolari di vasa
vasorum e le cellule stromali.

Si ¢ voluto quindi saggiare queste colture cellulati di MSC con differenti farmaci per valutare la
loro influenza come modulatori nell’espressione di MMP-9. In primo luogo ¢ stata valutata la

vitalita cellulare in associazione con i differenti famaci e si € confermata la vitalita delle MSC alle

dosi di farmaci testati.
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Secondariamente ¢ stata effettuata la valutazione dell’espressione di MMP-9 nelle MSC di AAA
che presentano una iperespressione di tali geni 400 volte superiori rispetto ai controlli sani. Il
pioglitazone si ¢ associato a una significativa riduzione dell’espressione di MMP-9, in maniera
analoga la sinvastatina testata ha dimostrato una forte riduzione nell’espressione di MMP-9.

La doxaciclina ¢ una tetraciclina che ¢ gia stata associata ad una inibizione dell’attivita delle MMP.
Studi laboratoristici sulla doxaciclina hanno confermato che inibisce la crescita degli AAA in
modelli animali rispetto al placebo, riduce le concentrazioni di MMP all’interno delle pareti di
AAA e riduce le concentrazioni sieriche di MMP nei pazienti con AAA. Il ruolo diretto nelle cellule
in grado di produrre direttamene MMP-9 ¢ stato meno analizzato. Nel presente studio ’attivita della
doxiciclina si ¢ chiaramente associata a una forte riduzione nell’espressione di MMP-9 in maniera
molto maggiore rispetto agli altri farmaci testati. La sua azione inibente si ¢ dimostrata nelle diverse

concentrazioni saggiate senza andare a influire sulla vitalita cellulare.

LIMITI

Nella selezione del gruppo di controllo il numero dei soggetti ¢ stato limitato (3 controlli sani vs 12
pazienti portatori di AAA) e inoltre non vi ¢ parita di genere ed eta col gruppo di studio. Per quanto
riguarda il divario di eta, non possiamo escludere che i nostri dati sull’iper-espressione di mRNA e
attivita di MMP-9 potrebbero essere il risultato del fisiologico processo di invecchiamento
vascolare. I nostri controlli possono essere considerati come soggetti sani con nessun rischio
cardiovascolare e come controlli negativi per espressione di mediatori molecolari di cellule MSC

peri-vascolari.
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CONCLUSIONI

Il presente studio ha valutato le caratteristiche funzionali di un gruppo di MSC isolata da un’aorta
affetta da AAA. Le AAA-MSC hanno dimostrato di iper-esprimere MMP-9 e il suo induttore
EMMPRIN rispetto al confronto con MSCs isolate in parete aortica sana. Tale attivita di

iperespressione di MMP-9 si ritiene essere direttamente correlata con 1’evoluzione degli AAA.

Sono state saggiate differenti terapie farmacologiche per ricercare una possibile influenza tra
I’espressione di MMP-9 in MSC. Tutti i farmaci testati hanno dimostrato una significativa
riduzione dell’espressione del gene di MMP-9 e D’attivita associata a una maggiore riduzione si ¢
riscontrata con la tetraciclina doxiciclina. Questo farmaco ha significativamente  ridotto

I’espressione di tale gene normalmente iperespresso in MSC.

Tali evidenze inducono a ipotizzare possibili nuove terapia mediche in grado di inibire la crescita
degli AAA, in quanto per tale patologia non esiste ancora alcuna terapia medica efficace nell’inibire

la crescita.
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TABELLE
Tabella 1

DAAA, aneurisma aortico addominale diametro; LDL e di lipoproteina a bassa densita; HDL,
lipoproteina ad alta densita; CAD, la malattia delle arterie coronarie; COPD, malattia polmonare
ostruttiva cronica; CVD, cerebro-vascolari malattia cronica; PAOD, arteriosa periferica malattia
ostruttiva; CRF, insufficienza renale cronica.

Clinical characteristics of AAA patients (n=12)

Age (mean+ S.D.) 09.2+5
Sex Males
DAAA (mean+ S.D.) 5 == ST
Colesterol (mean + S.D.) 158 £ 25 mg/dl
LDL{mean:=5.1D.) 90 £ 24 mg/dl
HDL(mean+ S.D.) 49 + 8 mg/dl
Triglycerids (mean £+ S.D.) 100 £+ 31 mg/dl
Smoking (%) 42
Hypertension (%) 100
CAD (%) 25
COPD (%) 25
CVD (%) 157
PAOD (%) 33
CRF (%) 25
Statins (%) 75

Tabella 2

*I donatori morto in seguito emorragia cerebrale sono stati esclusi in quanto pud comportare
incremento di MMP e di interferire con la nostra analisi.

Basic characteristics ot healthy donors (control group)

Age (mean+ S.D.) 25 G5
Sex F-M=2:1
Clinical data No cardiovascular risk,

absence of aortic dilation,
*Main death cause: traumatic
brain mjury (excluded
cerebral hemorragy )
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Tabella 3. Valori di espressione di MMP-9 valutati mediante Real Time PCR ed espressi

relativamente al controllo DMSO.

Analisi dell’espressione genica nelle AAA-MSC. Le AAA-MSC sono state caratterizzate per
I’espressione del PPAR-y dopo 24 h di trattamento con pioglitazone e di MMP-9 dopo 24 h di
trattamento con pioglitazone, doxiciclina e simvastatina. I valori sono espressi relativamente al
DMSO (assenza di trattamento, presenza del DMSO in quanto solvente

dei farmaci). L’analisi statistica ¢ stata effettuata mediante one-way ANOVA test.

Trattamento Valore relativo al controllo DMSO L .
Significativita
PIOGLITAZONE 5 pM 0,82 *
PIOGLITAZONE 10 ptM 0.46 ook
DOXICICLINA 10 pM 0,23 Heokokok
DOXICICLINA 25 pM 0,10 Heokokok
SIMVASTATINA 10 pM 0.58 ook
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Figura 1

HJ/E effettuata su tessuti prelevati da AAA mette in evidenza i principali tratti distintivi di un AAA:
(a) disorganizzazione degli strati vascolari e degradazione della tonaca media; (b) infiltrato

infiammatorio e formazione neo vessel (freccia); (c) presenza di placche di lipidi entro lo strato di
intima. IC: cellule inflammatorie; LP: placca lipidica.
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Figura 2

Identificazione cellule mesenchimali stromali (MSC) nel tessuto AAA. La reazione di
immunoistochimica per CD44+ (a,c) e CD90+ (b, d) evidenzia la presenza di cellule con
caratteristiche staminali nella parete AAA; (scale bar 50 um). Sulla destra, 1’analisi dell’espressione
del trascritto di MMP-9 nelle AAA-MSC (AAA-MSC) in confronto con le MSC isolate da parete
vascolare sana (cMSC); * p<0.05. Immagine modificata da Ciavarella et al, 2015.
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Cell viability
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Figura 3.
Saggio di vitalita cellulare nelle AAA-MSC in risposta al trattamento farmacologico per 24 h.
I valori sono espressi relativamente al DMSO (assenza di trattamento, presenza del DMSO in

quanto solvente dei farmaci). L analisi statistica ¢ stata effettuata mediante one-way ANOVA test.
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