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RIASSUNTO

Background.La disfunzione endoteliale e l'inflammazione svolgono un
ruolo fisiopatologico fondamentale nello sviluppo della sindrometabolica
(MetS) e delle sue complicanze cardiovascolari. Recenti bamio dimostrato
che I'espressione della proteina sirtuina 1 (SIRT1), enaidnattivita deacetilasica
NAD"-dipendente, € ridotta nei linfomonociti (PBMC) di soggetti &iffkt MetS,
ma le cause di questa alterazione non sono ancora definite tliressono una
famiglia di 7 enzimi (SIRT1-7) che vengono attivati dallarieisine calorica e
danno resistenza allo stress, riducono I'apoptosi e regolaralcgllulare. Scopo
dello studio e stato, pertanto, studiare, a) in vivo, la relaziankespressione ge-
nica di SIRT1e i markers di disfunzione endoteliale (ICAMAKG E-selectine) e
di inflammazione (TNF&) in soggetti con SM e, b) in vitro, nelle cellule endote-
liali (HUVECS) il ruolo di SIRT1 nella regolazione del sldo di E-selectine sti-

molato da TNFea.

Metodi In vivo, sono stati studiati 85 soggetti volontari sani (eta 47+ 0.9,
M 64 e F 21), di cui 21 soddisfacevano i criteri di SM secoi&itFlll. Il plasma
e linfomonociti sono stati ottenuti da ciascun soggetto per landiegezione della
espressione genica di SIRT1 (PCR real time) e delle moldcaléesione e di in-
fiammazione. La concentrazione plasmatica e nel terrenoltdirzai ICAM-1,
VCAM-1, E-selectine e TN sono state analizzate su piattaforma Luminex (Bio-
Plex System)lIn vitro, le cellule endoteliali (HUVECS) sono state incubate con
TNF-a (0.1 pg/ml) per determinare il rilascio di E-selectinesgressione di
SIRT1 e del fattore nucleare-kB (NF-kB), e l'attivaziqaeetilazione) di NF-kB.
Il silenziamento del gene SIRTL1 é stato determinato mediasfezione delle cel-
lule con siRNA per SIRTL1. L'immunoprecipitazione della cromatina & stagaiese
ta per misurare il legame tra il fattore trascriziondle-kB e il promotore per il

gene di E-selectine dopo la stimolazione con TNF-

Risultati. L'espressione genica e proteica di SIRT1 sono risultateessse
significativamente ridotte nei PBMC dei soggetti affettiMeatS rispetto a quelli
non MetS. La concentrazione plasmatica di E-selectine e dialr N#eno risultate
essere significativamente aumentate nei soggetti con Spatid a quelli non
MetS, mentre ICAM-1 e VCAM-1 non sono risultate differenti dae gruppi di
soggetti. | valori plasmatici di E-selectine si sono cotir@lasitivamente con pres-
sione arteriosa, circonferenza vita, trigliceridi, glicenga con insulinemia.

L’espressione genica di SIRT1 si & correlata negativamamnt la concentrazione



plasmatica di E-selectinén vitro, I'incubazione con TNFEr ha aumentato il rila-
scio di E-selectine e I'espressione e l'attivaziondadslibunita p65 di NF-kB.
Questi effetti sono stati inibiti dalla presenza di redvel@ attivatore di SIRT1,
ma non dal sirtinolo, inibitore di SIRT1, o dal silenziamento di T3IR
L'immunoprecipitazione della cromatina ha dimostrato cheitausita p65 di NF-
kB si lega al promotore del gene E-selectine e questa iittieeadiene ridotta dalla
presenza di resveratrolo.

Conclusioni Le alterazioni metaboliche presenti nei soggetti con SMssiczmno

ad un incremento della concentrazione plasmatica di Etiselerad una riduzione
della espressione genica di SIRT1. Nelle cellule endoté#ivazione di SIRT1

mediata da resveratrolo diminuisce il rilascio di E-selecinediante la riduzione
dell’attivazione di NF-kB e dell'interazione con il promotatel gene E-selectine.
Pertanto, questi risultati suggeriscono un legame tra disfunzodeteliale e la
regolazione di SIRT1 nella sindrome metabolica



ABSTRACT

Background Endothelial dysfunction and inflammation play a pathophysi-
ological role in the development of metabolic syndrome (Matt)) its cardiovas-
cular complications. Recent studies have shown that activatiosirtoin 1
(SIRT1), is reduced in mononuclear cells (PBMC) of patientis WetS, but the
causes of this alteration is still undefined. Sirtuins af@naly of seven enzymes
(SIRT1-7) that are activated by caloric restriction and pi®vesistance to stress,
reduced apoptosis and regulate the cell cycle. The purpdlis study was there-
fore a) to study the relationship between expression of SIRTinariekrs of endo-
thelial dysfunction (ICAM, VCAM, E-selectin) and inflammati¢fiNF- a) in pa-
tients with MetS; b) to verify, in endothelial cells (HUVECH)e role of SIRT1 in
the regulation of E-selectin release induced by DINF-

Patients and MethoddVe studied 85 healthy volunteers (age 47 + 0.9, F
64 and F 21), of which 21 met the criteria for MetS accordingTiPlll. Gene ex-

pression of SIRT1 was determined in mononuclear cells (PBMC) btitatave

real-time PCR analysis and Western Blot. The plasma coatientrof ICAM-1,
VCAM-1 and E-selectin were analyzed on the Luminex platform-fBéx sys-
tem) using the Millipore kit 3-plex Human Panel-1 cardiovasalitgaseln vitro,
HUVECs were treated with TN&-(0.1 pg/ml) to measure E-selectin release (Elisa
kit), SIRT1 and nuclear factor-kB (NF-kB) expression and NF-ki8/aiton (Im-
munoprecipitation and Western Blot). SIRT1 silencing was detexinby siRNA
for SIRT1. Chromatin immunoprecipitation was performed to deterthedind-

ing of NF-kB to the E-selectin promoter after TRFstimulation.

Results Gene and protein expression of SIRT1 were significantly redaced
PBMCs of patients with MetS than non-MetS. The plasma contientraf E-
selectin and TNFx were significantly increased in subjects with MS than-MS,
while ICAM-1 and VCAM-1 were not different in the two groups ofjeats. The
plasma levels of E-selectin were positively correlatdith Wwlood pressure, waist
circumference, triglycerides, blood glucose and insulin. SIRT1 gapeession
was negatively correlated with plasma E-selectin. In HUVEQH-0 induced a
maximal release of E-selectin after 24h, increased the level andittadiact(ace-
tylation) of p65 subunit of NF-kB. These effects were abolishathdéypresence of
resveratrol, an activator of SIRT1, but not by sirtinol, an iiwitof SIRTL, or in

SIRT1-siRNA silencing cells Finally, chromatin immunoprecipitation analysis



demonstrated the binding of p65 subunit of NF-kB to the E-selectingbeornm-
duced by TNFa which was inhibited by resveratrol.

ConclusionThe metabolic abnormalities seen in patients with MetS sre a
sociated with increased plasma concentrations of E-selectin r@thliction of ex-
pression of SIRT1.In HUVECS, the activation of SIRT1 by redwvaralecreases
the release of E-selectin by attenuating the activatiowFekB and the interaction
with E-selectin promoter. Therefore, these results suggast Adiween endothe-
lial dysfunction and the regulation of SIRT1 which plays an importal# in
MetS.
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INTRODUZIONE

1. SINDROME METABOLICA

La sindrome metabolica (MetS) & una condizione fisiopatoldgicastante
crescita che colpisce la popolazione Europea ed ha una fortdgmzs negli Stati
Uniti d’America. Si stima che il 25% dei soggetti d’eta sigre ai 20 anni e il
45% di quelli superiori ai 50 anni ne sia affétlé una patologia caratterizzata dal-
la contemporanea presenza nello stesso individuo di alteranemguardano il
metabolismo glucidico, lipidico ed energetico e i meccanisngoditrollo della
pressione arteriosa. Insieme queste alterazioni si assodaglevato rischio car-
diovascolare e di sviluppo della malattia diabetica. Alaratteristiche, non indi-
spensabili per la diagnosi, che si associano a questa sindroméigenoicemia,
disordini della coagulazione e aumento dei livelli di PAPIaéminogen Activator
Inhibitor-1).

Si ritiene che lo sviluppo della sindrome metabolica sia dovuto
all'interazione di fattori genetici e ambientali, qualnéitivita fisica e una dieta ad

alto contenuto di carboidrati e di grdssi

Iperglicemia

Intolleranza
al glucosio

Ipertensione

>
//%

Insulino
Resistenza

Rischio
cardio-
vascolare

Disfunzione
endoteliale

Figura 1.Cause e condizioni della Sindrome Metabala associate all'insulino-resistenza
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Una prima diagnosi della MetS fu proposta nel 1999 dall'Orgariaze
Mondiale della Sanita (OMS) (Tabella 1) che defini “simde metabolica”
I'associazione di una condizione di insulino-resistenza o di didlpet 2 o di alte-
rata glicemia a digiuno o di ridotta tolleranza al glusasdin almeno 2 delle se-
guenti alterazioni: indice di massa corporea compatibileot@sita, ipertensione
arteriosa, ipertrigliceridemia, ridotto colesterolo HDL, raalbuminurid. (Figura
1). Nel 2002 le linee guida della MetS sono state rivisengbficate in accordo
con gli esperti del National Cholesterol Education Program —tAthdatment
Panel Ill (NCET-ATP Ill), al fine di renderne possibile unaimiefone clinica e di
facilitarne la diagnosi e la prevenzione. La diagnosi puo epssta quando sussi-
stono 3 criteri tra i 5 seguenti: un’alterata glicemiagaudio (> 100 mg/dL), iper-
trigliceridemia (> 150 mg/dL), riduzione del colesterolo H@iegli uomini < 40
mg/dL, nelle donne <50 mg/dl), ipertensione arteriosa (> 85/130 mealdggsita
addominale, considerata come circonferenza vita (negli uomini > mQ)Aelle
donne > 88 cnf)

La presenza di MetS sembra conferire un significativo aundaitdaschio
cardiovascolare, al di la della presenza dei singoli fattosi che una diagnosi
“precoce” pud essere un utile strumento per identificare queintiaaig elevato

rischio che, altrimenti, rimarrebbero sconosciuti.

Criteri MetS dellOMS Criteri MetS del NCEP-ATP Il |

Insulino-resistenza o * Per la diagnosi & necessaria la positivita di
diabete mellito tipo 2 o ridotta almeno 3 dei seguenti 5 criteri
tolleranza al glucosio o alterata glicemia
a digiuno
+ almeno due dei seguenti criteri
BMI > 30 kg/nf o Circonferenza vita >102cmin M
Rapporto addome/fianchi> 0,9 in M >88cminE
>0,85inF
* Trigliceridi > 150 mg/dl o * Trigliceridi > 150 mg/dl
* Colesterolo HDL< 35 mg/dl in M
<39 mg/dlinF
* |pertensione arteriosa * Colesterolo HDL <40 mg/dlin M
> 140/90 mmHg < 50 mg/dIfn
Rapporto microalbumina/creatinina * |pertensione arteriosa
> 2,5 mg/mmol in M PAs> 130 mmHg o
> 3,5 mg/mmol in F PAd>85 mmHg
* Glicemia> 100 mg/dl
M: uomini, F: donne; PAs: pressione arteriosa sidita, PAd: pressione arteriosa diastolica; * vengmion-
siderati positivi i criteri in presenza dell'uso d&rmaci per la cura del difetto metabolico considéo.
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Tabella 1. Criteri di definizione della sindrome mé¢abolica secondo OMS e il NCEP-ATPIII.

L'attuale approccio clinico alla MetS utilizza la misuraziatedla circonfe-
renza-vita, differenziata per sesso, per determinare la massaghe contribuisce
allo sviluppo della MetS. Tale misurazione sembra predirerigticanze metabo-
liche e cardiovascolari in maniera migliore rispetto at@al dell'indice di massa
corporea (BMI), poiché e un indice sia del tessuto adiposo sottocutaneo clse del te

suto adiposo viscerale.

Anomalie del metabolismo delle proteine e dei lipidi sono maggiori fat-
tori di rischio cardiovascolari, anche nella sindrome meiedooln particolare la
dislipidemia che si associa alla MetS e caratterizdatan aumento della sintesi
epatica di VLDL, da modificazione delle LDL, che diventano piu piccole esgens
dalla riduzione della concentrazione di colesterolo HDL. pegioteine a bassa
densita (LDL), sono molto sensibili all'ossidazione e sono coinvwdee prime

fasi del processo aterosclerofico

Uno dei fattori che piu fortemente danneggia la parete vasappresentato
dall'ipertensione arteriosa che, come dimostrato dagli stu@dmifgham,
I'MRFIT © e molti altri, si associa ad un significativo incremento di eventliova-
scolari, quali infarto miocardico ed ictus. Recentemente ¢ ditamstrato che an-
che un lieve aumento della pressione sanguigna puo predispolire\eedi clini-

ci’®

L’interesse clinico delle alterazioni metaboliche e dovlito @escente dif-
fusione di queste patologie all'interno della popolazione mondihd oro stretto
legame con la malattia cardiovascolare, che rappresetdeatld prima causa di

morte nei Paesi industrializzati e in molti Paesi in via di sviluppo.

E obiettivo della Ricerca attuale cercare di comprenderaaniera sempre
piu approfondita i meccanismi che stanno alla base dell@azltei fisiopatologi-
che comuni a malattie dismetaboliche e cardiovascolari, fobamto i possibili

targetterapeutici.
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1.1 SINDROME METABOLICA E INFIAMMAZIONE

La combinazione dei fattori di rischio per la diagnosi della sindrome me-
tabolica fa ipotizzare la concomitante presenza di uno stato inflammatorio ge-

neralizzato, che peraltro é stato evidenziato in alcuni studi.

Nei soggetti affetti da MetS sono state riscontrate elevate concentrazioni di
PCR (Proteina C Reattiva)?, che potrebbe essere in futuro proposta come uno

dei criteri di definizione della patologia secondo la NCET-ATP III.

Lo studio di Salmenienni e coll'®. mediante un’analisi fattoriale ha dimo-
strato in 119 soggetti con familiarita per MetS un significativo aumento
d’espressione di PCR, IL-1f3, IL-6, IL-8, elevati livelli di insulinemia e di massa

adiposa. Analoghi risultati sono stati riportati da altri studi 11.

Ulteriore supporto alla patogenesi flogistica della Meti& dimostrazione
del ruolo antinfiammatorio delle HDL, la cui riduzione & t&iteri di definizione
della sindrome. Le HDL hanno la capacita di bloccare il ¢tntea linfociti T at-
tivati e monociti, inibendo in tal modo la produzione di T&Eumor necrosis fac-
tor a) e IL-1B e riducendo I'espressione di VCAM-tascular cell adhesion mole-

cole-1) e di ICAM-1 (ntercellular adhesion molecolef'f.

Ad oggi non é stato ancora definito con chiarezza quale dei processi tra sin-
drome metabolica e flogosi abbia un ruolo di causa e quale di effetto, péadce ch
che le alterazioni metaboliche non sono l'unica chiave fisiopatologicpadro

diagnostico della patologia.

1.2 SINDROME METABOLICA E DISFUNZIONE
ENDOTELIALE

La sindrome metabolica, come spiegato precedentemente, &€ cdaisata
cluster di eventi fisiopatologici, che come conseguenza conducono al diakete e
malattie cardiovascolari. Tali eventi agiscono negativamsumteendotelio vasco-
lare e la presenza di questi fattori porta alla cosiddiffunzione endoteliale, si-
tuazione in cui le cellule endoteliali non sono piu in grado di risporfasoigi-

camente alle variazioni dell’'omeostasi vascolare.
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La disfunzione endoteliale &, quindi, un’alterazione frequentenaesieritta

nei soggetti con MetS

Studi recenti hanno dimostrato che l'iperglicemia, l'insulingistenza e un
eccesso di acidi grassi inducono disfunzione endoteliale e dendsi di questo
danno funzionale potrebbe essere determinato dallo stress ossitlatanno en-
doteliale che puo insorgere come conseguenza della presenzaodietti@tidefini-
scono la MetS, non é limitato alla sola capacita di ridiarroduzione di NO, ma
e piu globale e prevede anche alterazioni intracellulanmgeiociti circolanti e, in
generale, della loro adesivita alla parete vascBldrprincipali mediatori di adesi-
vita dei neutrofili e linfociti all’endotelio vascolare sono le moleadil adesione (I-
CAM, V-CAM ed E-selectine), che interagiscono tra lorooa altre cellule in-
fiammatorie per modulare la risposta immunit&ria

Pertanto per attuare una valutazione pit completa della sindnetadolica
e importante stabilire anche la funzionalitd dell’endoteli@gano ubiquitario e
piuttosto complessé Cio & possibile, per esmpio, ricorrendo alla determinazione
dei livelli di alcuni marcatori plasmatici, (Tabella 2), apmiocutile dal punto di

vista diagnostico per stabilire il grado di dammeivo nell'uomo.

] ) Adesione piastrinica al vasa,
Von Willenbrand Integrinap3
trasporto fattore VIII
_ Riparazione e sintesi
Fibronectina IntegrinaBl ef3
tissutale
Trombomodulina Trombina Attivazione proteina C
i Conversione plasminogeno
TPA Plasminogeno ) )
in plasmina
E-selectine PSGL-1 /ESL-1 Media itolling leucocitario
Media I'adesione
I-CAM IntegrinaBl ef2
leucocitaria al vaso
Media I'adesione
V-CAM IntegrinaBl ef2
leucocitaria al vaso

Tabella 2. Marcatori solubili di funzione endotelide



Introduzione

2. MOLECOLE DI ADESIONE

L'adesione fra cellule si verifica quando un recettore sullanbrana pla-
smatica forma un legame con una molecola situata nellacenaxiracellulare o
sulla cellula confinante. Questo € un processo reversibilpuhescillare tra cicli
di adesione e di distacco, consentendo alle cellule di mudeeunsie rispetto alle
altre o nella matrice extracellulare. Quindi I'adesione twostie un meccanismo
importante nei normali processi biologici e nei disordirnojmgici che coinvolgo-
no le interazioni cellula-cellula e cellula—matrice, qualigamogenesi, 'immunita,
l'inflammazione e le neoplasie.
| recettori di adesione sono proteine integrali di membrana di tipopexmeetto-
no:

1. ai linfociti di migrare nei tessuti e negli organi Btiti secondari (ricirco-
lazione);

2. ai leucociti di migrare verso la zona di infezione e/ordiammazione
(diapedesi);

3. ailinfociti Te B di interagire tra di loro e con le altrellule coinvolte nella

risposta immunitaria.

I leucociti circolanti normalmente non aderiscono all'endotelio normiaim
te. Tuttavia, quando le cellule endoteliali, esposte a fattoischio cardiovascola-
ri, vanno incontro ad attivazione, esprimono molecole di adesioneetdttva-
mente legano i leucociti. Le principali molecole di adesione sono ldetifa e la
E-selectine, membri della superfamiglia delle ImmunoglobuliaeMblecola di
Adesione Intercellulare-1 (ICAM-1) e la Molecola di Adest¢ Vascolare-1
(VCAM-1)*°.

Le molecole di adesione sono classificabili in base alte donologie strut-
turali e funzionali o in base alle cellule di produzione, che possssereslinfociti,

monociti, basofili, cellule dendritiche, cellule endoteliali eeadtellule.

Verranno di seguito approfondite solo le molecole secrete dalldecehdoteliali

poiché sono state oggetto di studio per la nostra ricerca.
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2.11- CAM 1 (CD 54)

Le I-CAM sono glicoproteine trans-membrana appartenenti alla fangier
glia delle immunoglobuline, insieme alle V-CAM-1, la MadCAMaeRECAM e
sono espresse su leucociti ed endotelio.

Ogni molecola ha 5 distinti domini Ig-simili, uno trans-membranaireal
terminale citoplasmatico. La proteina intera e codificata da 7 e€oimteoni situa-
ti sul cromosoma 19. Ogni dominio é codificato da un differente esone. tednaro
matura e funzionale é lunga 505 aminoacidi e pesa tra gli 80 KDa, dipenden-
do dal livello di glicosilazione, che cambia a seconda del tijlae e

delllambiente.

Molecola di Espressione

_ Regolazione
adesione cellulare

Adesione
Cellule B, T )
o all’endotelio
cell.endoteliali e Indotto da IFN, ~ LFA-1
I-CAM 1 CD 54 N durante
dendritiche, mo- o TNF-a e IL1 Mac-1
o » I'attivazione e
nociti, timociti

infiammazione

Cellule endotelia- Traffico e

I-CAM 2 CD 102 i, linfocitie mo-  recircolazione  Costitutivo LFA-1
nociti normale
Adesione alle
LFA-1
I-CAM 3 CD 50 Cellule T naive cellule dendriti-  Costitutivo
Mac-1

che e macrofagi

Tabella 3. Molecole di adesione intercellulare (I-BM)

Le I-CAM non sono ubiquitarie, ma si trovano solo in fibroblasticellule
epiteliali timiche e del tessuto vascolare, in cellule epattiche immunocompe-
tenti e in cellule dendritiche. Queste molecole, che giocanaala centrale nella
risposta immunitaria cellulo-mediata, agiscono grazie ahnegy con il fattore
CD54"°,

Questa interazione, specifica e reversibile, permettadduzione del segna-

le. Poiché ICAM-1 regola processi di attivazione delleellute e di reclutamento
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BN

dei leucociti, € comprensibile che le alterazioni nellattstra 0 espressione

dell’ICAM-1 siano associate a disordini immunolodfici
L'espressione del gene ICAM-1 é regolata da segnali catzaattraverso 4
vie:
NFkB /STAT (ignal transducers and activation of transcripfion
IFNy e AP-1
MAP kinase
PKC.

P 0 d B

2.2 V-CAM (CD 106)

La V-CAM 1, vascular cell adhesion protein, hota anche come CD 106
(cluster of differentiation 1066 una sialoglicoproteina che nelluomo e codificata
dal gene omonimaOgni molecola ha 6 o 7 distinti domini Ig-simili ed e espressa
sia sui piccoli che sui grandi vasi sanguigni dalle cellaldoteliali dopo stimola-
zione con citochine pro-inflammatorie. Paplicing alternativo si ottengono due
possibili trascritti di RNA che danno origine a due differésdforme umane di V-
CAM.

V-CAM1 ha la funzione di reclutare i leucociti nel sito infisatorio e gra-
zie al legame con l'integrin@4f1, e in parte cond4f7, media I'adesione e it6l-
ling” di linfociti, monociti, basofili ed eosinofili sull’endotelio atato. Cosi facen-
do viene attivata la cascata di trasduzione del segnale olye sxn ruolo fonda-
mentale nello sviluppo di fenomeni di aterosclerosi e di pawlagitoimmuni,
quale l'artrite reumatoid¥. Sebbene strutturalmente sia molto simile ad I-CAM e
alle altre molecole di adesione pihtterndi regolazione di V-CAM 1 e unico, poi-
ché questa proteina e solo in parte costitutivamente espressa in uncisiatgido
normale.

La sua espressione é indotta da molte citochine pro-infiammatome
IL1-B, TNF-u, IFNy, dalla proteina C reattiva di fase acuta (PCR), dalkraazioni
tra CD40 ed il suo ligando (CD40L) e dalbtakedelle LDL ossidate da parte del
suo recettoré.

Inoltre, V-CAML1 €& coinvolta nel processo metastatico poiché fss@i’adesione
delle cellule mielomatose all’endotelio ed &, per questo, oggetto @ gteidalcuni

gruppi di ricerca come nuovo possibtiéeget di farmaci antitumoratr.
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2.3 E-SELECTINE (ELAM-1)

Le selectine sono glicoproteine trans-menbrana costituite dangtdasca-

tena polipetidica (monometriche).

Esse appartengono alla famiglia delle lectine di tipo CojGalipendenti) e posso-
no essere divisibili in 3 tipi. E-selectine, L-selectinB-selectine in base in base
alla loro ubicazione. Tutte e 3 le tipologiche possiedono, perdteréstiche strut-
turali comuni, sia come sequenze aminoacidiche sia per 'orgaitineadei domi-

ni.

Lectin EGF CRP ™

L-selectin | NH, —(DiRI sl — COOH
E-selectin | NH, e I Ol d— COOH

P-selectin | NH, e 3 N A K Al d— COOH

Figura 2. Struttura delle selectine, che si diffeneziano per il numero di domini CRP

La sequenza proteica di queste molecole é stata otteriotaed 1989 e cosi

anche i domini che le costituiscono (Figura 2):

una parte N- terminale é costituita da una lectina Ca dipendente;

1.

2. un dominio simile all’ epidermal growth factdr(EGF);
3. domini ripetuti di ‘tomplement regulary proteih@CRP);
4.

diversi domini trans-membrana ed una corta coda citoplasmatica.

Le selectine sono molecole coinvolte nell'interazione adesiveokiti-endotelio,
che é richiesta per I'extravasione nei tessuti bersddiapedesi) ed e quindi re-

sponsabile nei processi flogisfiti
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Molecola di Espressione

_ Regolazione | Ligando
adesione cellulare

Adesione dei leu-

_ Cellule - _ Indotto da ESL-1,
E-selectine CD62E cociti nella in- L1 e TNF el
. . - e .a -
endoteliali TR
Linfociti, neu-
trofili, monoci- )
. o N Adesione cellula- GlyCAM1,
L-selectine CD62L ti, timociti, eo- i
S re nel’lhoming CD34
sinofili, cellule
NK
Adesione dei
Cellule -
o PMN e monociti  Indotto da
P-selectine CD62P endoteliali, CD34
o durante TNF-a
piastrine

'inflammazione

Tabella 4. Famiglia delle selectine

L’E-selectine & coinvolta nella prima tappa dell'interazidie@dotelio-
leucocita” e attiva la cascata di eventi che porta athaidiscita dei leucociti dai va-
si. Infatti ad essa € legato il fenomeno dling, (letteralmente rotolamento) che
richiede un’interazione tra un recettore endoteliale ed unc:ostettore sul leu-
cocita in movimentd. Questinterazione deve avere una stabilitd intermedia, tale
da rompersi rapidamente e ricostituirsi altrettanto rapidéenger riprendere il ci-
clo. La struttura della selectina garantisce questa valdciinterazione poiché é
costituita da segmenti che si ripetono conferendo alla molecoddtaumgrado di
flessibilita. Nello specifico, possiede un residuo lectinico Cardipste che rico-
nosce il ligando glucidico PSGL-P{ Selectin glycoprotein ligand) kituato sui
leucociti. | ligandi zuccherini possiedono catene molto flesgieitmettendo cosi
ai leucociti un rapido adattamento nella nuova posizione sulla cellula ksldote

L'espressione sequenziale di P- ed E-selectine consengid’della cascata
d’adesione. Mentre P-Selectina viene rapidamente espressaperficie, I'E-
selectine & una molecola inducibile sulla cellula endotediaiedia principalmente

I'adesione di neutrofili e linfociti F.

12



Introduzione

La tappa successiva, coinvolge altre molecole di adesione aaispacifi-
cita. La risposta infiammatoria, infatti, puo sovraregolareptessione delle I-
CAM-1; in tal modo s’incrementa la natura adesiva dei leitiop delle cellule en-
doteliali. Mentre le selectine inducono un comportamento oscilldeita natura
adesiva dello strato epiteliale, le ICAM-1 interagiscono coA-LFo Mac-1 dei
leucociti stabilizzandoli per il passaggio attraverso il vaso. | leticoosi bloccati,
cominciano la diapedesi, processo per cui si ha l'attraversandello strato epite-
liale, che e mediato dalle PECAM (CD31), proteine esprsissdai leucociti che
dalle giunzioni intercellulari delle cellule endotefiali

g Sialyl-Lewis
/' X-modified glycoprotein (PSGL-1)

Activated integrins

L-selectin o
Sialyl-Lewis
ENDOTHELIAL ifi
X-modified
ACTIVATION glycoprotein

/ b S Q)
B B I N A SN I A Y 1 (PR

5 : 1 t
E-selectin Lrselectin  P-selectin L-selectin  E-selectin ICAM-1 P-selectin
ligand ligand
/ | Lzslectin Integrins (LFA-1 or Mac-1)
ool . ’7{non-activated)
»
ROLLING
@ Sialyl-Lewis TRANSMIGRATION
X-modified
/ glycoprotein PECAM-1

Cytokines L-selectin E-selectin P-selectin
and other ligand
activating

signals

Figura 3. Meccanismo di interazione tra endotelio ésucocita

L'espressione di E-selectine € regolata da citochine pianinfiatorie, TNF-
a e IL-1, e la sua concentrazione plasmatica & consideateer di stato infiam-
matorio®*?®> Una tra le principali proteine pro-infiammatorie, che sembraress
strettamente correlata all’espressione delle molecole si@tze che é oggetto dei
nostri studi, é il fattore NF-kB che regola la trascrizionelidersi geni coinvolti

nella risposta immunitaria e flogistica, oltre che nellaife@zione e nel differen-
ziamento cellulare.
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3.FATTORE TRASCRIZIONALE NF-kB

NF-kB e un fattore di trascrizione sequenza-specifico ben conoser il
suo coinvolgimento nellinfiammazione e nella risposta immunitaniata. E sem-
pre piu accertato un suo coinvolgimento nello sviluppo tumorale pstahéla la
proliferazione e il differenziamento cellulare. Il nonmeclear factorkB’ & stato
attribuito per la prima volta nel 1986 quando si scopri che queskina@ra un
fattore nucleare necessario per la trascrizione dellazdtggera k delle immuno-

globuline nei linfociti B°.

NF-kB e un fattore dimerico espresso in modo ubiquitario, asehiesuo ruolo
piu studiato nelle cellule del sistema immunitario. NellduteB e nelle plasma-
cellule, NF-kB e localizzato nel nucleo, dove lega una regiokiéeci paia di basi
dell’enhanceiintronico ‘kappa’ e ne promuove cosi la trascrizione. Nelle akt-

lule & mantenuto citoplasmatico dal suo inibitore, Ikipitor of NF-kB.

3.1 PROPRIETA BIOCHIMICHE DI NF-kB

Le proteine che costituiscono NF-kB appartengono alla faniigéd, della
quale fanno parte proteine @irosophila melanogastee di mammifero (p65,
RelB, c-Rel, p50, p52). | vari membri di questa famiglia possono assoir-
mando complessi eterodimerici od omodimerici, eccetto RelBarhea solo ete-
rodimeri. Il dimero piu frequentemente presente e costituito deti@ina p65, de-
nominata anche RelA, e dalla proteina p50, chiamata anche NF-kBan&pero
anche altri dimeri trascrizionalmente attivi come p50/G-R6b/p65 e p65/c-Rel.
Omodimeri di p50 o di p52 agiscono invece come repressori. Tuttal@annad-
gior parte delle cellule I'attivita di NF-kB & largameribducibile e il dimero piu
diffuso & p50/p685.

Ciascun membro della famiglia Rel contiene all’N-terminaia regione co-
stituita da 300 aminoacidi, detta RHBd] Homology Domajn Il dominio RHD
contiene sequenze coinvolte nel legame al DNA e nella dimerizzazione.

Nell'estremita C-terminale del RHD e presente anche agaenza di loca-
lizzazione nucleareNuclear Localization SignaNLS).

Le proteine appartenenti alla famiglia Rel si possono sudktieiin due

classi in base alla loro sequenza C-terminale. | membri géllaa classe sono
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p105/p50, p100/p52, dove p105 e p100 sono i precursori e quindi esclusivamente
citosolici. Queste due proteine sono poi digerite nel dominierhinale, a livello
di regioni specifiche di 23 aminoacidi ricche in glicina, atesigenerare p50 e p52.
Queste perd non hanno domini di trans-attivazione e quindi sono ti@sakizen-
te inattivé®*®,

La seconda classe include p65, RelB, c-Rel che contengono uno o piu domi-
ni di trans-attivazione nella loro regione C-terminale. Inipalgre, il dominio di
trans-attivazione di p65 ne contiene due regioni, una di 30 aminedeidieconda
di 90.

RelA '
RelB :

i
c-Rel

NF-xB1 1
(p105/p50)

NF-kB2 1
(p100/p52)

Figura 4. Domini strutturali dei cinque componentidella famiglia di NF-kB

Il meccanismo d’attivazione di NF-kB & piuttosto complesso atbas una

cascata di modificazioni post-traduzionali.

In assenza di uno stimolo infiammatorio, NF-kB & localizzatait@blasma
complessato con una proteina inibitoria chiamata IkBibitor of NF-kB, la quale
maschera la sua sequenza di localizzazione nucleare (NLS)d®Quao stimolo
extracellulare attiva la via di NF-kB si attivano le IK&hinasi specifiche per IkB,
che fosforilano IkB, promuovendo la reazione di poliubiquitinazione sulle lisine e
quindi la rapida degradazione di IkB. In sua assenza & dunquehemza la se-
quenza di localizzazione nucleare e NF-kB pud migrare nel ndole® attiva la
trascrizione dei geni bersaditd®. Gli stimoli in grado di attivare NF-kB possono
essere raggi UV, intermedi reattivi dell’'ossigeno, proteimaliyLPS, ma anche

diverse citochine come TN&e IL-1*%,

15



Introduzione

3.2 RUOLO FISIOLOGICO DI NF-kB

| geni bersaglio di NF-kB contengono nel loro promotore la sequenea c
senso di legame al DNA di NF-kB ossia GGGRNNYYCC
(R=purina,Y=pirimidina, N=una base qualsiasi) e sono principalnggre antia-
poptotici e pro-inflammatori.

Possiamo distinguere tra geni precoci, la cui espressioneeédiatamente
successiva all'ingresso di NF-kB nel nucleo, comev]lBgeni tardivi, che vengo-
no espressi in seguito alla seconda fase dell'attivazigaequesti ultimi, la cui
sintesi inizia dopo 90 e 120 minuti dall'attivazione, vi sono naseritochine
come IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, INff, TNF-a. Fanno parte dei geni bersa-
glio anche la COX-2 e iINOS, molto importanti per le rispostenminatorie, e pro-
teine di adesione come VCAM-1 ed ICAM%1Citochine come IL-1 e TNE; ol-
tre a essere sintetizzate in risposta a NF-kB, sono angado di attivare NF-kB,
con un meccanismo deedbackpositivo. Inoltre il ruolo pro-inflammatorio di
NF-kB e dato anche dalla sua attivita di controllo dell’attiene dei linfociti T e

B e di coordinazione delle risposte dell'immunita innata ed acquisita.

TMF-ce

AN

- ’ H L
.- Cytokines  ; Recaplon  ©  goyng o family
] LOMLNZ NZRE C TURZTURATIRS, | e rne pina,
- . ; (D40, GPRBY & [
Apoptose Chemokines Growth Adhesion
regulaton  pypy g RANTES factors molecules
Fars, BCL-2, ¢-Flip, GAOSEGM-LSF KAM-1, VCAM-1,
e o ECAM-L, P-seloctin

Figura 5. Cascata di attivazione di NF-kB
Anche nella ricerca oncologica, NF-kB & una delle proteine pitiaséud

dell’'ultimo decennio. L'attivazione di questo fattore e statasanén relazione con
vari aspetti dell'oncogenéSitra cui il controllo dell'apoptosi, del ciclo cellulare,
del differenziamento e della migrazione cellulare. Inoltres gscontrato un rap-

porto di causa-effetto tra I'attivazione di NF-kB e la promozian®tale associata
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all'infiammazione cronica e alla metastatizzazione, dimimstnavari modelli ani-

mali®3,

Infatti € fondamentale il suo ruolo di incremento della praieone cellula-
re, agendo direttamente sul ciclo cellulare. E stato atoeinfatti, che si ha un
aumento della proteina durante la transizione dalla fase &@Gall quando la cel-

lula accresce il proprio volume e sintetizza le strutture peersedo.

3.3 NF-kB, PROTEINA PRO-INFIAMMATORIA

L'attivazione di NF-kB e coinvolta nella patogenesi di maanfiammato-
rie croniche, come l'aterosclerosi, I'asma bronchialeyifanteumatoide e malattie
inflammatorie dell'intestino. Molti geni pro-inflammatori impantaper la patoge-
nesi dell'aterosclerosi sono regolati da NF-kB, che e presente indittivzda nella
placca aterosclerotica. Uno dei primi eventi nell'atenegee l'attivazione dell'en-
dotelio vascolare, che porta al reclutamento di monocitifeciin T, seguito da
una migrazione di cellule muscolari lisce dalla media aitiatcon deposizione di
matrice extracellulare. Alcuni gruppi hanno rilevato la treesttone nucleare di

NF-kB nell'intima e nella media di lesioni ateroscleroti¢the

In diversi studi & stato messo in evidenza come I'attivaziteiayeni delle
citochine da parte di NF-kB contribuisca alla patogenesi delfashe é caratte-
rizzato da infiltrazione delle cellule infiammatorie eldaleregolazione di citochi-

ne e chemochine nel polmdfé’

Anche nell’artrite reumatoide € coinvolta I'attivazione defia di NF-kB
poiché nel fluido sinoviale di pazienti colpiti da questa ntalai trovano elevati
livelli di TNF-a e di altre citochine. La produzione di TNFé indotta e a sua volta

stimolata, con un meccanismofdedbackpositivo, da NF-kB.

3.4 ACETILAZIONE DI NF-kB

L'acetilazione & una delle principali modalita con cui RB-puo essere re-
golato. Il TNFe induce l'acetilazione di p65 impedendo cosi il legame tra p65 e
IkB. Responsabili di questa acetilazidnevivo sono enzimi ad attivita acetilasica
(HAT), primo tra tutti p300/CBP (CREB Binding Protein). L'atatione avviene
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sia sugli istoni, sia direttamente sul fattore di trasanie al livello delle lisine 218,
221 e 310 di p65.

Mentre l'acetilazione della Lys 221 aumenta l'affinita deddme con il
DNA, quella della Lys 310 e invece necessaria per la comgitptda trascriziona-
le di NF-kB2* Al contrario, la sua deacetilazione promuove il legame cBn fi
vorendo il trasporto del complesso dal nucleo al citoplasmangligai sua inatti-

vazione.

Il grado di acetilazione di p65 viene anche modulato dalle inteviadab fat-
tore stesso con corepressori, gli enzimi HDAG®(e deacetilasiSono tre le fa-
miglie di proteine HDACs che deacetilano i residui di lisina quitgeine istoniche
e sui fattori di trascrizione, trasferendo il gruppo acetile adlwo substrato: la
famiglia di classe | e classe I, e la famiglia disse 1ll, NAD-dipendente, recen-

temente scoperta

Alla famiglia delle HDACs di classe lll appartiene I&RSIL, attivata dal resvera-
trolo, in grado di deacetilare p65 selettivamente sul resids®BLY. Recenti studi
dimostrano che I'inibizione farmacologia delle HDACs impeelida riduzione

dell’acetilazione istonica, potenzia la capacita transaattes di numerosi fattori di

trascrizione, tra cui proprio NF-kB.
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4. SIRTUINE

Le sirtuine (SIRT) costituiscono una famiglia di proteineatitvita deaceti-
lasica NAD dipendenti in grado di deacetilare proteine istoniche e difagteri

trascrizionali.

Originariamente, vennero identificate come appartenentirgpg di proteine
MAR1 (Mating-Type Regulator)lcapaci di agire sulla repressione e/o attivazione
genica; in seguito, venne loro riconosciuto un importante ruolo bicohienmole-
colare nel lievitoSaccharomyces cerevisda cui derivo il nome di SIRZS{lent
Information Regulator 2 Successivamente, Gottlieb ed Esposito dimostrarono che
SIR2 era in grado di reprimere I'espressione di alcuni gediante la deacetila-
zione del gruppa-amino di residui di lisina N-terminale degli istoni individoao

nel S. cerevisaéa presenza di altri quattro geni omologhi a SIR2 che chiamarono
HST 1-4 fomologues of SIR2La scoperta degli omologhi di SIR2 nel lievito e
poco dopo anche nei batteri, nelle piante e nei mammiferi, dimdsr&IR2 € un
membro di una grande ed antica famiglia di geni che oggi namiaimo “sirtui-

ne”.

Questi enzimi hanno un ruolo chiave nella regolazione di moltittasied
metabolismo cellulare, da quello energetico a quello di simeslulano la trascri-
vibilitd genica della cromatina e regolano l'attivita dvetisi fattori trascrizionali
quali p53, NF-kB, PGCd, FOXO e HSF-1. Le SIRT sono infatti coinvolte nei
processi metabolici che ritardano I'invecchiamento e aumentathardga della vi-
ta, nella regolazione del ciclo cellulare, nell'inibizione I'dpebptosi,

nell’'omeostasi del glucosio e nella secrezione dell'insulina.

Le SIRT hanno guadagnato nel tempo una notevole attenzione in campo me-
dico grazie al loro ruolo di sensori metabolici e di mextiadella sopravvivenza
cellulare in condizioni di stress, quali ad esempio la résmez calorica e
I'esercizio fisico, nelle quali la loro trascrizione rigulittivata. La caratterizzazio-
ne dei meccanismi molecolari, biochimici e fisiologici coirtvakgli effetti delle
SIRT é importante non solo per meglio definire il loro ruolo fegido e/o fisiopa-
tologico ma anche per I'identificazione di nuovi potenzimigetfarmacologici nei
disordini metabolici, nel diabete, nelle patologie cardiovascolari ed in aquelle-
logiche”’.
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4.1 PROPRIETA BIOCHIMICHE DELLE SIRTUINE

Negli Eucarioti, la famiglia delle sirtuine € formatas#dte proteine chiama-
te SIRTL, 2, 3, 4, 5, 6, e 7. Le SIRT sono costituite da un dominio ceceatalgi-
co di 275 amminoacidi capace di legare NABItamente conservato nelle cellule
eucariotiche, e da una sequenza N-terminale e/o C-terminaeialile lunghezza
(Figura 6) che e responsabile delle diverse proprieta biologiétezionali di cia-

scuna di essé

HUMAN SIRTUINS

SIRT1 - '

SIRT2

srT3 T AR
srra [ EERTD

SIRTS5

SIRT6

Figura 6. Domini delle 7 sirtuine umane. Tutte hano uno catalitico che agisce come ADP- ribo-
sil transferasi (ART) e/o come deacetilasi (DAC).#ssono addizionarsi sequenze N e/o C-
terminali

Le sirtuine sono enzimi ad attivita deacetilasica chiscago rimuovendo
residui di lisina da substrati proteici o da istoni in preseletaofattore NAD (ni-
cotinamide adenin dinucleotiyld prodotti di questa reazione sono la nicotinamide
(NAM), il substrato proteico o istonico deacetilato sui residinici, e la molecola
2'-O-acetil-ADP-ribosid’.

NAD™ & un coenzima implicato in diverse funzioni biologiche, nelleioaaz
di ossido-riduzione, nella riparazione del DNA, nelle reazioni di ADP-ribosiia
nella risposta immunitaria e nella regolazione trascriziotdeincremento dei li-
velli cellulari di NAD" comporta I'aumento dell’azione di SIRT1, attivando la re-
golazione della secrezione d’insulina stimolata dal glucosioe nedlliule -
pancreatiche.
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Contrariamente alle altre sirtuine, SIRT4 & ad attivitdddferasica e nello
specifico di ADP- ribosilazione di diverse proteine, mentiRTSl e SIRT6 possie-

dono entrambe le attivita enzimatiche.

42 SIRT 1

Nei mammiferi sono stati identificati sette geni appaninalla famiglia
delle sirtuine (SIRT1-7). In particolare, il gene omologo a 8iRRT1 Sir2 ho-

molog 2.

SIRT1 e localizzata prevalentemente nel nucleo ma, in resoptrticolari
condizioni fisiologiche o a stimoli, puo essere traslocata nellagoga attraverso |l
segnale di esportazione nucleare (NES). Il successivo tragpalricitoplasma al

nucleo avviene attraverso il segnale di localizzazione nucle&a®) (N

E espressa in tutti gli organi ma soprattutto in quelli doveeilabolismo e-
nergetico é piu sviluppato. Topi Knock-out per SIRT1 muoiono nellagesnata-
le, mentre quelli che sopravvivono diventano sterili, presentaapiani polmona-

ri o atrofia pancreatiéd

SIRT1 codifica per una proteina in grado di deacetilare fattarieari e ci-
toplasmatici che controllano processi cellulari critici, cotapdptosi e il metabo-
lismo. Inoltre regola la produzione di insulina e glucosio, ilaielismo lipidico e
la soprawvivenza cellulare, mediando gli effetti dellaridsne calorica nei mam-
miferi*".

Dunque, il potenziale ruolantiagingdel gene sembra essere valido poiché
coinvolto in un complesspatternproteico che comprende anche enzimi implicati
nei meccanismi di riparazione cellulare. Dunque, la restézaatorica promuove

la sopravvivenza cellulare mediante induzione della deacetiR¥ilS.

4.3 SIRT1 E REGOLAZIONE DELLA CROMATINA

Negli eucarioti la regolazione dell’'espressione genica aevimediante
meccanismi di compattamento e decompattamento della cromatinareudke
quale, nella sua forma compatta, eterocromatina, ha un efettessivo sulla tra-
scrizione genica. Pertanto, I'attivazione dell'espressionecgeithiede il decom-

pattamento della cromatina, eucromatina, che € in parte medidswrdagiamenti
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post-trascrizionali delle code N-terminali degli istoni naedie reazioni di acetila-
zione e ubiquitinazione delle lisine, di metilazione delleést delle arginine, o di

fosforilazione delle serine e probabilmente delle treonine.

Tutte queste modifiche (tranne le metilazioni) rendono piu negkticarica
elettrica delle catene laterali interessate, quindi indedatio le interazioni tra i-
stoni e DNA, favorendo la decondensazione dell’eterocromatina. Atacin i
gruppi metilici aumentano la basicita e l'idrofobia dellecoat a cui sono legati,

quindi tendono a stabilizzare la struttura.

L’acetilazione & un processo reversibile, catalizzata @agiimi HAT (isto-
ne acetiltransferasi) che, trasferendo il gruppo acetiléadetil coenzima A ai re-
sidui di lisina presenti nelle code N-terminali degli istateferminano il decom-
pattamento della cromatina e quindi la formazione di una wtauttascrizional-
mente permissiva. La deacetilazione, invece, é catalidzagia enzimi HDAC (i-
stone deacetilasi) che, aumentando l'interazione DNA-istortbadgstone, indu-
Ccono un maggiore compattamento della cromatina e quindi generanouihaast
trascrizionalmente inattiva. SIRT1 appartiene alla clds$tDAC perché richiede
NAD™ come cofattore per I'attivita deacetilasica mentrdtte &lassi sono idrolasi
zinco-dipendent?.

SIRT1 é quindi in grado di deacetilare i residui di Lisinadtenini N- ter-
minali, reprimendo I'attivitd dei geni legati al ciclo eaglre e al differenziamento

e favorendo cosi la riformazione dell’eterocromatina.
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Transcriptional Repression Transcriptional activation
HOAC HOAC _
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Figura 7. Meccanismo epigenetico della cromatina
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4.4 SIRT1 E FATTORI DI TRASCRIZIONE

Le sirtuine hanno la capacita di deacetilare, oltre aglhisanche fattori di
trascrizione con conseguente interferenza sull’'espressionea.gblalta maggior
parte dei casi, questi fattori controllano geni legati @léscita, al ciclo cellulare,
all'apoptosi e al metabolismo energetico.

Numerosi fattori di trascrizione vengono regolati negativémela SIRTL.
Questo comporta un’alterazione degli equilibri metabolici e di sopravvivesilza
lare, poiché la deacetilazione di residui lisinici fa diniie I'espressione di fattori
trascrizionali, quali p53, FOXO1, PPARHSF1, Ku70, PGC+dl e NF-kB (come

spiegato sopra).

SIRT1 e p53: inibizione dell’apoptosi

La proteina p53 e coinvolta nel controllo del ciclo cellulapossiede nella
regione C-terminale vari potenziali siti di acetilazionerssidui di lisina dove
SIRT1 pud esplicare la sua attivita cataliticda p53 in forma acetilata attiva il
programma trascrizionale con aumento della proliferazionelaele dell'apopto-
si. Infatti, nelle cellule tumorali e cancerogene questo fatiotrascrizione € ipe-
racetilato.In vitro ein vivo, in modelli animali, I'iperespressione di SIRT1 rallenta
la proliferazione cellulare e inibisce I'apoptosi mediantédacetilazione di p53,

indicando SIRT1 come un potenziale bersaglio di farmaci antiturfforali

SIRT1 e FOXO1: resistenza allo stress e sopravvivenza cellulare

La famiglia FOXO Forkhead box type Y& formata da 4 proteine (FOXO1-
4) coinvolte in varie funzioni cellulari quali la risposta akdre allo stress ossidati-
vo, la regolazione del ciclo cellulare e la risposta all'imsulIn risposta ad uno
stress cellulare, 'aumento di espressione di SIRT1 provodadaetilazione del
fattore trascrizionale FOXO con conseguente incremento di sgpresdi geni
coinvolti nella resistenza allo stress, nel rallentamenteid® cellulare e nella i-
nibizione dell’apoptoé?.

L’isoforma FOXOL1 é coinvolta nel meccanismo di trasduziotracellulare
dell'insulina. L'insulina, tramite I'enzima Akt, regola gpressione di diversi en-
zimi gluconeogenici e lipogenici mediante il controllo delliaté di FOXO1 che

si trova soprattutto nei tessuti responsivi all’insulina, igu#tgato, il tessuto adi-
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poso e Ig3-cellule pancreatiche. L'attivazione di FOXO1 mediante aastitee di

residui lisinici induce la sua traslocazione dal nucleo alpkEtma inibendo
I'attivazione degli enzimi gluconeogenici e favorendo I'attivaz dei geni coin-
volti nella glicolisi quali la glucosio-6-fosfatdsin condizioni di digiuno prolun-
gato o di restrizione calorica, la sovrespressione e I'atbwe di SIRT1 inducono
la deacetilazione di FOXOL1 che ritorna nel nucleo favorendtutzogeogenesi e
inibendo la glicolisi. Pertanto, € fondamentale il ruolo di SIRTlamelgolazione

del metabolismo energetico cellulare.

SIRT1 e PPAR inibizione della lipogenensi e stimolazione della lipolisi

SIRT1 agisce come regolatore negativo nel processo adipogeniedo kst
fatti dimostrato che in topi transgenici per SIRT1 il ligéhtracellulare di triglice-
ridi era diminuito del 50%, mentre in topi knock-out per SIRT@uantita di acidi
grassi era notevolmente aumeritaba condizioni di restrizione calorica, SIRT1
inibisce PPAR (peroxisome proliferator-activated receptgy, un fattore trascri-
zionale essenziale per il differenziamento degli adipocél.tBssuto adiposo bian-
co, in risposta a restrizione calorica, SIRT1 lega PPARraverso il cofattore
PGC-1, inibisce I'adipogenesi e stimola la lipolisi, cioe la mobéizibne degli

acidi grassi.

SIRT1 e Ku70: aumento dell’attivita di riparazione del DNA

SIRT1 interagisce direttamente con Ku70, una proteina coinvdltaripa-
razione del DNA, con la quale forma un complesso. L'interazion&SHRA1 e
Ku70 porta ad un aumento dell’attivita di riparazione del DNgr@muove la so-

pravvivenza cellulare in risposta allo stress.

SIRT1 e PGC+: diminuzione della glicolisi a favore della gluconeogenesi

Il fattore PGC-&x (PPARy co-activatorla) € un coattivatore trascrizionale
di recettori nucleari che induce la biogenesi dei mitocondri, poem il rimodel-
lamento della composizione delle fibre muscolari ed € coinvdtia regolazione
del metabolismo glucidico e lipidico. Grazie alla deacdtilzz di PGC-t1, SIRT1
reprime la glicolisi, favorisce la gluconeogenesi e increménttputdi glucosio

epaticd®.
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SIRT1 e NF-kB: inibizione dell’apoptosi e regolazione della rispastaunitaria

Il fattore nucleare kB, come spiegato nel capitolo precedeénun fattore
dimerico di trascrizione che regola I'espressione di genivolti nella risposta
immunitaria e inflammatoria, nella proliferazione e differenziameetlulare. Uno
dei principali meccanismi di inattivazione di NF-kB é la deacetilazibeeagviene
tramite interazioni del fattore stesso con corepressorerglimi HDACs. Questi
traslocano un gruppo acetile dai cinque residui di lisina debieeipa ad altri sub-

strati.

SIRT1 deacetila selettivamente la componente p65 della protdires&luo
di Lys 310, portando alla sua inattivazione. Un recente studio ha ditaoskre ol-
tre a bloccare la proliferazione cellulare, SIRT1 agendo skB\Bensibilizza le
cellule all'apoptosi indotta dal TNé-

Nelle microglia NF-kB & coinvolto nella morte neuronale iteloal peptide
B-amiloide, il quale causa il morbo di Alzheimer. SIRT1 puo dunque Kgioga

ruolo neuroprotettivo inattivando NF-RB

1. Inibizione apoptosi

Resveratrolo PPARy 2. Regolazione ciclo
cellulare
NAD+ PGC-1a 3. Attivazione Lipolisi

4. Aumento ossidazione

L s X SIHT‘ —_ acidi grassi
Acidi grassi FoXo1

5. Biogenesi mitocondriale

6. Stimolazione
Restrizione HSF1 gluconeogenesi

Calorica 7. Inibizione glicolisi
8. Secrezione insulina

Figura 8. Ruolo fisiologico di SIRT1 nella regolazine del metabolismo e della sopravvivenza
cellulare.

4.5 RESVERATROLO, ATTIVATORE DI SIRT1

Nel 2003 un laboratorio di ricerca dellHarvard Medical Schdwsfon,
USA)™ ha studiato SIRT1 come target terapeutiescrivendo cosi 18 molecole
derivate da piante in grado di attivare le sirtuine iegitl. Tra essi vi sono i flavo-
ni quercetina e fisetina e gli stilbeni piceatannolo e masido, che stimolano
SIRT1da 5 a 13 volte.
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L’attivatore piu potente risulta essere il resveratralocomposto polifeno-
lico, presente in quantita apprezzabili nell'uva e nel vinooro@siesta molecola e
gia nota per il suo ruolo protettivo nei confronti di numerose patldg cui

quelle cardiovascolari, neoplastiche e neurodegenetative

OH

HO

OH

Figura 9. Struttura del resveratrolo, composto pofienolico

Alcuni autori hanno ipotizzato che le piante sintetizzino composti come il re-
sveratrolo in risposta allo stress e restrizione diignitir in maniera da attivare vie
metaboliche che vedono coinvolte le sirtuine. Funghi e animalimhbissi con le
piante stimolano le proprie sirtuine utilizzando composti fenolici assali pian-

te stesse.

In vitro, il resveratrolo (Figura 9) stimola SIRT1 aumentando la Ilniegje
mitocondriale e migliorando il metabolismo energetico cekularvivo, non é sta-
to ancora dimostrato che il resveratrolo sia un attivatoreifgmedi SIRT1 ma é
stato provato che la stimolazione di SIRT1 avviene in modo indiretto.

Uno studio apparso su Nature nel 2004 mostrava che la somministrdzione
resveratrolo o I'utilizzo di una dieta ristretta in caloniel®viti o suDrosophila
Melanogasterestende I'aspettativa di vita fino al 70%, ma solo se ingssssdel
gene Sir2.

Anche nell'animale da laboratorio il resveratrolo € in gradauwmentare
'aspettativa di vita stimolando [Iattivita dell’enzima de#itasico NAD-
dipendente SIRTE.

Recentemente sono stati studiati nuovi piccoli attivatori notédeic di
SIRT1, 1000 volte piu potenti del resveratrolo, come potenziali atgrapeutici.
Questi composti sono strutturalmente diversi dal resveratralagiscono attraver-
so lo stesso meccanismo enzimatico, legandosi ad un sito radiosteposto nel
complesso enzimatico ed abbassando di conseguenzgdamcentrazione di sub-

strato per la quale la velocita di reazione & uguale\Vari#gx) di SIRT1 per i suoi
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substrati acetilatf>>. Queste molecole mostrano una buona biodisponibilita orale
(Fonti da SIRTRIS, a GSK company, USA). Le principali molecotapeutiche

bersaglio di SIRT1 sono rappresentate da:

SRT2104 Questa molecola ha una struttura chimica diversa erpultpo-

tente del resveratrolo. Ha superato la Fase I, & ben tallersicura nei sog-
getti sani volontari. Si sta valutando il passaggio ne#ia fanel trattamento

del diabete di tipo 2 e in alcune patologie cardiovascolari. Quedtola &
stata presentata a giugno 2011 al 10" Congresso Mondiale per
linflammazione a Parigi per la sua azione benefica sudéattie inflamma-

torie, come la psoriasi.

SRT2379 E una nuova molecola diversa dal resveratrolo e da SRT2104 che
mostra una buona efficacia per il trattamento di diabete dtiedtdiamma-

torie. E stata recentemente completata la somministrazione in scupiiti

tari sani (Fase 1) per valutarne la tollerabilita, la facoctinetica, il metaboli-

smo e la farmacodinamica.

SRT3025 Questa molecola si € dimostrata efficace per ilana¢nto di pa-
tologie inflammatorie, cardiovascolari e neurodegenerativensdelli ani-
mali. E stata intrapresa la somministrazione sull'uomo, in vaibsani (Fa-
se I) a luglio del 2011.
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SCOPO DEL LAVORO

Il nostro studio si propone di studiare I'interazione tra SIRTé& molecole
di adesione, e di investigaren vivo e in vitro, il ruolo di SIRT1
nellinflammazione associata alla sindrome metabolica.

In vivo, nei soggetti con diagnosi di MetS, verra valutata I'asgimia tra
I'espressione di SIRT1 e le concentrazioni plasmatiche dellecole di adesione
(I-CAM, V-CAM ed E-Selectine) e della citochina pro-infiamor@a, TNF<. | ri-
sultati ottenuti serviranno per valutare il ruolo di SIR¥Elo stato inflammatorio
di pazienti affetti da sindrome metabolica.

In vitro, nelle cellule endoteliali, verranno determinati i meccanmoleco-
lari che possono spiegare l'interazione tra SIRT1 e E-gmdedhdotti da uno sti-
molo pro-infiammatorio come il TNE-

Pertanto, verificheremo nelle cellule endoteliali glie&ff del trattamento
con TNFe sul rilascio di E-selectine, sull’espressione proteica diT$IR di
NF-kB, e sull'attivazione di NF-kB.

Infine, studieremo I'effetto del resveratrolo e del sirtinalepettivamente
attivatore ed inibitore di SIRT1, sull'attivazione di NF-kBdi E-selectine nelle

cellule trattate con TNk
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MATERIALE E METODI

1.ESPERIMENTI SU LINFOMONOCITI

1.1 SOGGETTI

Ai fini dello studio sono stati reclutati 85 volontari, impiegditun’Azienda
di Padova (64 maschie e 21 femmine) esenti da diabete medlitgatologie note
di rilievo, ad eccezione di ipertensione arteriosa, che era pedsel2 soggetti. La
Tabella 5 riassume le principali caratteristiche clinideesoggetti. | soggetti che
assumevano terapia anti-ipertensiva (8 assumevano ACE-inibitbisartani) so-
spendevano I'assunzione del farmaco dai 3 giorni precedenti lo studioi. sog-
getti avevano eseguito una curva da carico orale di glucesgenmesi precedenti

lo studio, per la valutazione del metabolismo glucidico.

SOGGETTI

Numero (n°) 85

Sesso (M/F) 64/21

Eta (anni) 47,2+0,9
BMI (kg/m?) 26,6 0,6
Waist (cm) 94,3+1,9
Pressione sistolica (mmHg) 124 +1,7
Pressione diastolica (mmHg) 81+x1.1
Glicemia a digiuno (mg/dl) 89,4+3
Insulina a digiuno (pU/ml) 11,6 #1,0
Trigliceridi (mg/dl) 126,7 +10
Colesterolo totale (mg/dl) 197,4 +3
Colesterolo HDL (mg/dl) 48,5 +1,5
Colesterolo LDL (mg/dl) 1248 + 3
Acidi grassi liberi (umol/l) 606 +37

Tabella 5. Principali parametri antropometrici dei soggddilo studio. | dati sono espressi come
Media * errore standard.
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1.2 PROTOCOLLO SPERIMENTALE

Tutti i soggetti sono stati valutati al mattino, in condizidndigiuno nottur-
no, presso la divisione di Malattie del Metabolismo deldinico Universitario di
Padova. In tutti & stata raccolta un’'anamnesi accurativeetdla storia clinica, al-
la familiarita per patologie cardiovascolari, abitudine al fumtita fisica. E sta-
to necessario I'ottenimento della firma del consenso inform&taoresura dei prin-
cipali parametri antropometrici (peso, altezza e circonferaddaminale). E stato
quindi svolto un esame obiettivo, con valutazione dei polsi peried un esame
ecodoppler dei tronchi sovra aortici, al fine di escludere pa®hggcolari atero-
sclerotiche.

E stato eseguito, inoltre, un prelievo ematico basale fimatizal dosaggio
di insulina, C-peptide, acidi grassi liberi e trigliceriliel prelievo sono stati de-
terminati, anche il colesterolo totale e le sue frazioni HDLDL,; infine, & stato
prelevato un campione ematico utile all’isolamento dellkileeimononucleate cir-

colanti per determinare I'espressione dei geni e delle proteinesdtliee.

1.3 VALUTAZIONE DELLA SINDROME METABOLICA

| soggetti sono stati classificati in due grandi gruppi a secdatigrado di
insulino-sensibilita e ad alcuni criteri ben precisi.

La sindrome metabolica e stata diagnosticata utilizzando i gritgposti nel
2001 dal National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult TezdtPanel
[l (ATP Ill). Com’e noto la diagnosi puo essere soddisfdtifia presenza di al-

meno 3 delle seguenti alterazioni:

* Obesita centrale
- circonferenza vita > 102 cm negli uomini
- circonferenza vita > 88 cm nelle donne

» Concentrazione di trigliceridi a digiuno > di 150 mg/dL

* Colesterolo HDL
- negli uomini < 40 mg/dl|
- nelle donne < 50 mg/dl

» Pressione arteriosa > 130/85 mmHg

* Glicemia a digiuno > 100 mg/dL
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1.4 PROCEDURE ANALITICHE

Il glucosio plasmatico é stato determinato utilizzando iloaetdella glu-
cosio ossidasi, mediante analizzatore del glucosio Beckmbartiille. L'insulina
plasmatica e il C-peptide sono stati dosati mediante metodioaenzionale RIA.
Le concentrazioni di colesterolo totale, trigliceridi eadidi grassi liberi sono state
determinate con metodo enzimatico standard e il colesteroloéHidato misurato
utilizzando la precipitazione di polietilene-glicole con quasd#ione enzimatica.
Per la determinazione del colesterolo LDL e stata applieaformula di Fride-

wald.

1.5 ESPRESSIONE DI SIRTUINE NEI LINFOMONOCITI

1.5.1 Preparazione della frazione linfomonocitaria

I linfomonociti (Peripheral Blood Mononuclear Cel]l®BMC) sono stati iso-
lati da un prelievo di 30 ml di sangue eparinizzato medignadiente di densita,
utilizzando una soluzione di Ficoll (Histopaque 1077, Sigma) e aegerifone a
3000 giri per 30 minuti a temperatura ambiente. La frazione linfomtamiaccosi
separata € stata risospesa e centrifugata con una solugiolagita (PBS) conte-
nente: 0.01 mol/l tampone Fosfato, 0,027 mol/l KCI, 0,13 mol/l NaCl a pH 7,4.

In seguito, i PBMC sono stati in parte sospesi con la soluzione dz&INal
fine di estrarre RNA, utile per I'analisi di RT-PCR. Urezenda parte viene messa
in una soluzione ipotonica, data da 20 mmol/l HEPES, 2 mmol/l| EGTA &/
B-glicerofosfato, 2 mmol/l N O,4, 10 mmol/l PMSF, antiproteasi (1 pmol/l lepti-
na, 5 umol/l, 5 pmol/l aprotinina, 100 mM DTT) per I'estcang delle proteine,
necessarie per la metodica di Western Blot. Il tutto & gtadto infine a una tem-

peratura di -80 °C.

1.5.2 Estrazione di RNA

L'RNA e stato estratto utilizzando il Kit per I'estraziormale di RNA da
cellule animali (RNeasy Mini Kit, QIAGEN). Con questo metotRNA viene pu-
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rificato dagli altri componenti cellulari, come le proteinenza uso di fenolo o clo-

roformio.

E stata utilizzata la parte di PBMC che era statpesssin soluzione con la
soluzione di lisi RNAzol, alla quale viene aggiunto etanolo &b &0viene poi tra-
sferita su colonnine cromatografiche da 2 mL. L’'RNA cosigalal gel di silice,
matrice di separazione delle colonne. Vengono fatti vari Givean reattivi diffe-
renti al fine di eluire i contaminanti e lasciare solo I/RNurificato adeso alla fase
stazionaria. Infine con acqua ed una centrifugazione ad atteitéeliene staccato

I'RNA ed eluito in una eppendorf, pronto per la quantificazione.

1.5.3 Quantificazione di RNA

La determinazione della concentrazione di RNA (pg/pl) e deigapurezza
e stata determinata mediante lettura del valore di assorb#enato tramite spet-
trofotometro (NanoDrop 2000C, Thermo Scientific) alldi 260, di 280 e di 230
nm. Il valore di assorbanza aladi 260 nm ci permette di quantificare 'RNA tota-
le estratto, mentre il rapporto tra i valori di assorbanza2880¢ 260/230 ci indi-

cano il grado di qualita di RNA (Agilent).
1.5.4 Retrotrascrizione di RNA

La reazione di RT viene utilizzata per amplificare il DNA a doppio filsime
a partire da RNA estratto a singolo filamento. Nella fa3e(fetrotrascrizione)
'enzima trascrittasi inversa sintetizza una molecola diADANsingolo filamento

(cDNA) complementare al’RNA templato.

La reazione di RT é stata condotta utilizzando il Kit iSacPNA Synthesis (Bio-
Rad). Il gradiente di temperatura consiste di una prirea &25 °C per 5 minuti,
una seconda a 42 °C per 30 minuti tale da attivare la trasciittersa e una terza

a 85 °C per 5 minuti al fine di inattivare la trascrittasi inversa.

1.5.5 Espressione genica di sirtuine in linfomonociti umanPCR-

Real Time

La quantificazione dell'espressione genica di SIRT1-7 é sttéauta me-

diante reazione di PCR-Real Time con l'uso di specifithers e di una sonda
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fluorescente (SYBR-Green). Questa sonda fluorescentegdaatieolarita diemet-
tere fluorescenza solamente quando si lega al doppio filamdrpoodetto di am-
plificazione della sequenza oligonucleotica (circa 300 bp) del dieingeresse. Ne
consegue che 'aumento del segnale di fluorescenza sara proplerzitenguanti-
ta di prodotto di amplificazione ottenuto dalla reazione di R&&corrisponde al
valore del ciclo soglia definito Ciclo Soglia o Threshold Cy€#). Infatti, nella
reazione di PCR Real-Time, monitorata in tempo reale per #0stiottiene una
curva sigmoidale dove i primi 10-15 cicli corrispondono a valofilidirescenza
dati dal rumore di fondo (background), poi tra i 15-25 cicli la mraziha un anda-
mento esponenziale per poi flettere e raggiungepkatiéau(30-40 cicli). Il valore
di Ct, utilizzato per quantificare il prodotto della reazione @RP corrisponde al
valore di Ct dove 'aumento di fluorescenza risulta essergfis@tivamente mag-
giore a quello del livello basalbdckground misurato nei primi cicli di amplifica-

zione.

La reazione di PCR Real-Time é stata eseguita mediasistéema di rileva-
zione i-Cycler iQ5 Real Time (Bio-Rad). La reazione di FR#l-Time é stata e-
seguita utilizzando il kit iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)peimer specifici
per i geni di interesse. La reazione di PCR viene svolte20qul totali contenenti
10 pl di PCR-SYBR Green Master Mix 2x (Biorad), 2 pl forwardnen (50 nM),

2 ul reverse primer (50 nM2, il H,O e 4 pl di cDNA (pari a 1/5 del prodotto di

retrotrascrizione)

Il profilo termico della reazione prevede un ciclo di reazio®® 4C per 5
minuti (al fine di attivare I'enzima Taq Polimerasi) e eifli costituiti da 15 se-
condi a 95 °C (per la fase di denaturazione) e 1 minuto a §fetCa fase di ibri-
dizzazione ed estensione). Le sequenze oligonucleotidiche dei prirmergogui-
ne (SIRT1-7) e per il genleousekeepin@-actina sono state disegnate nel nostro
laboratorio utilizzando i programmi Primer3 e Operon. La sjpé#éifdei primer &
stata verificata mediante corsa elettroforetica su igaparosio e mediante analisi
della curva di melting che consente di ottenere la temparatiar quale meta delle
molecole complementari sono ibridate. Quest'ultima consente dficaee
I'eventuale presenza di dimeri dei primers o la presenza di pradpecifici nella
reazione di PCR. Dopo avere verificato che la scelta deiepsim stata ottimale,
sono state fatte delle curve di calibrazione per ciascun gene a concenseadiam
(diluizione 1:2) di RNA totale. Questo ha permesso di ottehefficienza della

reazione di PCR che deve essere all'incirca del 100%. Medmmaarva di cali-
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brazione sono stati ottenuti i valori di pendenglafg, l'intercetta della retta di
regressioner e il coefficiente di correlazione dei punti. Il valore dgtlendenza
viene poi utilizzato per calcolare I'efficienza della reazione di PCR:

E(eff)= 10"®

La quantificazione della espressione del gene di interessgé celativo in
quanto viene normalizzata per un gémeisekeeping viene calcolata applicando
la seguente formula matematica:

espressione =2

dove AACt= [(Ct (SIRT di un campione) — C-actina di un campione)] —
[(Ct (SIRT di un normalizzatore) — (Gt-@ctina di un normalizzatore)].
Per normalizzatore si definisce un campione il cui valoesgressione corrispon-

de a 1, nel nostro casoflaactina.

1.5.6 Western Blot

L'analisi della espressione di SIRT1 da linfomonociti umaniagaseseguita me-
diante elettroforesi su gel di poliacrilamide e Westerr.Rle proteine (50-2Q4D)
sono state denaturate nel tampone di Laemmli, contenente dikio{@@TT) ed
SDS, in rapporto 1:9, a 100 °C per 5 minuti. La separazione detimge stata
eseguita mediante elettroforesi su gel di poliacrilamide BRGE 10%, con il
tampone di elettroforesi contenente TRIS 0,12 M; Glicina 1,23 M; SDS 0,08 M. L
proteine sono poi state trasferite mediante elettrobloftieg180 minuti a 100 V a

4 °C) su una membrana di nitrocellulosa, utilizzando un appacetcansblot (E-
lettrofor, Padova) con la soluzione di blotting contenente TRIBIMI8 Glicina 39
mM, SDS 0.037% e Metanolo 20% (vol/vol).

Le proteine, una volta trasferite su membrana, sono state iacciratuna
soluzione di PBS contenente 0.05% (vol/vol) di Tween (T-PBS) a@iS#ite, o-
vernight a 4 °C. Le membrane sono state nuovamente incubate overnight con
I'anticorpo primario anti-SIRT1 (diluizione 1:1000, Santa Cruz &iablogy) se-
guito da un’ora a temperatura ambiente con I'anticorpo secon@ariersham),

coniugato all'enzima perossidasi del rafano.

La rivelazione del legame delhticorpo con la proteina in esame é stata realizzata
mediante reazione chemiluminescente (ECL) utilizzando ilnsesienaging Versa-

Doc 3000 (BioRad). L‘analisi densitometrica delle bande camidpnti alla pro-
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teina in esame e stata analizzata mediante il softQaemtity One (Biorad) che

consente di quantificare I'espressione della proteina in esame.

L'anticorpo primario & stato poi rimosso dalla membrana mediantda-
zione a 50 °C per 30 minuti in una soluzione contenente TRIS base GD&J,
g, p-mercaptoetanolo 70@ a pH 6,8 e di nuovo incubata con I'anticorpo primario
anti-GAPDH (gliceraldeide-3-fosfatodeidrogenasi, 1:5000, Chemicorgnalisi
densitometrica della espressione di GAPDH é stata atifizper normalizzare
I'espressione della proteina in esame e per correggerguali errori di carica-
mento dei campioni. | risultati sono stati espressi come peadenispetto al con-

trollo, che e stato posto come uguale a 100%.

1.6 DOSAGGIO DELLE MOLECOLE DI ADESIONE E DEL
TNF-a

Le citochine e le molecole di adesione (I-CAM, V-CAM ed HeSéne) nei
campioni di plasma dei soggetti sono state dosate pressotioCRegionale per i

Biomarcatori, che collabora nel progetto.

E stata utilizzata la metodologia multiplexing (Bio-Plex, BiadRHercules,
CA) che permette il dosaggio simultaneo di differenti bionwkem piccoli volu-

mi di campione e in un unico pozzetto di una micro piastra.

Tale sistema si basa su sfere marcate coniugate mdrphtmonoclonali
specifici per una proteina bersaglio o per un peptide. Le stereugate
all'anticorpo reagiscono con il campione e con un anticorpo secorparforma-
re il tipico sistema aandwich Dopo l'incubazione, il contenuto di ciascun pozzet-
to verra prelevato e analizzato dal lettore Bio-Plex. Il Budslle microsfere sospe-
se verra eccitato dai laser e il segnale di fluorescesiza registrato da processori
di segnale digitale ad alta velocita e dal software Bia-Rlanager (Bio-Rad, Her-
cules, CA) e tradotto in dati di concentrazione dell’analita. @uesnologia inno-
vativa offre una miglior sensibilita (10 pg/mL), affidaldlirecupero e riproducibi-

lit rispetto ai dosaggi ELISA convenzionali.

Per questo progetto, e stato validato un kit multiplexittgMRklipore 3-plex
hCVD Panel-1) per lo studio di molecole di adesione e di citochiN&-a in pri-

mis, in campioni di plasma di pazienti affetti da sindrome metabolica.
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2. ESPERIMENTI SU CELLULE HUVEC

2.1 COLTURA CELLULARE

Gli esperimenti descritti in questo lavoro di tesi sono statilti, oltre che su
linfomonociti umani, su cellule HUVEC, cellule endoteliali umastratte dalla
vena del cordone ombelicale, ottenute dalla Clonetics Inc. (SsgoDUSA). Le
cellule sono state coltivate in un terreno (PromoCell, Hide)li@egmany), con il
10% di fattori di crescita, fetal bovin serum (FBS della Sigrhgg di penicillina
e streptomicina (Sigma) e 0.02% di Supplemental Mix/ Endoth@i#ll Growth
Medium (Promo Cell, Hidelberg, Germany). Le cellule vengono matg¢esem-
pre in incubatore a 37 °C in atmosfera umidificata, con il 5%@}i in presenza
di normali livelli di glucosio (5,5 mmol/L)Vengono normalmente utilizzate tra il
terzo ed il sesto passaggio.

Figura 10. Immagine al microscopio di cellule endetiali HUVEC.

2.2 PROTOCOLLO SPERIMENTALE

Le cellule HUVEC sono state incubate con la citochina tNEF€oncentra-
zione 0.1 pg/ml. Vengono preparati, in contemporanea, dei controlli iehgoa

e stato aggiunto nessuno stimolo infiammatorio.
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Durante l'incubazione con il TNE-o0 con altre molecole, le cellule vengono

poste in quiescenza (al 3% di FBS) nel terreno completo.

Le cellule sono state incubate in intervalli di tempo déffer: 6h, 24h e 48h

per valutare le diverse espressioni proteiche di SIRT1 ed NF-kB.

Infine, quindi, le cellule vengono lisate per I'estrazione di RiNAelle pro-
teine e il terreno di coltura (supernatante) viene mantent80 &C per la deter-

minazione delle molecole di adesione.

Per gli esperimenti di silenziamento genico di SIRT1 le HGWBNo state
trasfettate con un pool di “ON-target plus SMART” siRNA |$RT1 o con un
pool di “ON-target plus Non-targeting siRNA” (Dharmacon, Cellifaly) che
sono state diluiti alla concentrazione di 100 uM. siRNA diT3IR stato aggunto
al medium Accell siRNA per ottenere una concentraziondefidel pM. Le
cellule endoteliali sono state poi incubate con il terreno cdmptntenente siR-
NA di SIRT1 per 72h. In seguito, le cellule sono state lisategeokeine sono sta-
te estratte per le succesive determinazioni.Le sequenzeoalei ON-target plus
SMART siRNA di SIRT1 sono le seguenti: GCAAAGGAGCGAUUAUA,
GCGAUUGGGUACCGAGAUA; GGAUAGGUCCAUAUACUUU; CCACCU-
GAGUUGGAUGAUA; CCACCUGAGUUGGAUGAUA.

2.3 VITALITA CELLULARE

La vitalita cellulare delle cellule endoteliali primadepo trattamento con i
vari agonisti € stata misurata mediante il colorante Tr{dae. Questo cromoforo
e carico negativamente e non € in grado di attraversarertdorana di cellule in-
tatte, ma attraversa quella delle cellule morte, colorandioblu. Questo permette
la facile discriminazione delle cellule vive (che hannoweszil colorante) da quel-
le morte, con semplice osservazione al microscopio. Generalmemestreespe-

rimenti la vitalita cellulare corrisponde al 80-90%.

2.4 ESTRAZIONE DELLE PROTEINE

Dopo aver svolto gli esperimenti secondo il protocollo sopra descrittd; le ce

lule devono essere lisate per poter estrarre l'intero contenuto prodegetalizzare.
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L’estrazione dalle HUVEC avviene mediante 150 pl di tamppoé&nico
ogni ml di terreno di coltura. La soluzione di lisi contiene 20 mmol HEPE8yd@2m
EGTA, 10 mmol glicerofosfato, 1mmol di DTT (ditiotritolo), 2mnwdil Vanadato,
10 mmol di fluoruro di fenilmetilsulfonile (PMSF), 1 mmol duleeptina, 1 pg/ml
di aprotinina. Le cellule vengono staccate definitivamente dalé® della piastra

grazie ad unoscrapef, raccolte e conservate a -80 °C.

In seguito il lisato proteico viene sonicato e poi centrifugatbto cio deve

avvenire a temperatura intorno ai 4 °C per non degradare le proteine.

2.5 DOSAGGIO PROTEICO MEDIANTE SAGGIO CON BCA

Per determinare la concentrazione totale di proteine in una soluzitsetali

e stato utilizzato il saggio con BCA (Acido bicinconinico, Euroclone).

2.6 ESPRESSIONE PROTEICA DI SIRT1 ED NF-kB

Il procedimento di quantificazione dell'espressione proteica &TEled
NF-kB & uguale a quello descritto nel paragrafo 1.5.6 per i linfomonociti umani.

Gli anticorpi primari utilizzati sono I'anti-SIRT1 (Santau2) che permette di
visualizzare la proteina specifica intorno ai 120 kDa.

L'altro anticorpo usato e I'anti-NF-kB, (Cell Signalling), clega sia il pre-
cursore citosolico p105 che il suo prodotto p65, responsabile deitattiella
proteina. Dall’analisi densimetrica al VersaDoc3000 son vigibiindi due ban-

de, prese entrambe in considerazione per i nostri dati.

2.7 ATTIVAZIONE DEL FATTORE NF-kB MEDIANTE
IMMUNOPRECIPITAZIONE

L’attivazione del fattore di trascrizione NF-kB é stato deteato mediante
analisi quantitativa dei livelli di acetilazione della proteNF-kB. Le cellule do-
po stimolazione con TNE; vengono immediatamente lisate con un tampone ipo-

tonico per poter estrarre le proteine.
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NF-kB viene immunoprecipitata dal lisato proteico (1mg) mediantuba-
zione con 2 pg di anticorpo anti-NF-kB (Cell Signalling) e con 30du&Z
view™ Red Protein A Affinity Gel (Sigma)overnight a 4 °C.
L’'immunoprecipitato viene poi lavato piu volte con una soluzione givisne
denaturato (Laemmli Buffer) e sottoposto ad elettroforesesdigpoliacrilammi-
de al 10%.

Le proteine vengono poi trasferite su membrana di nitrocellulvVestern
Blot) e incubate con anticorpo che riconosce i siti di az@tifee sui residui lisini-
ci della proteinaAb-acetylated-lysineCell Signalling Tech). La determinazione
dei livelli di acetilazione viene eseguita mediante mazichemio luminescente
(Pierce, Celbio di Milano) elaborato dal sistema di immeagnolecolare Versa-
Doc3000. | livelli di acetilazione di NF-kB sono stati espressne incremento

rispetto al controllo e normalizzati per I'espressione di NF-k8leot

2.8 DETERMINAZIONE DELLE MOLECOLE DI ADESIONE
NEL TERRENO DI COLTURA

La concentrazione delle molecole di adesione nel terrenolitira & stata a-
nalizzata mediante kit ELISA (Millipore) presso il CenfRegionale per i Bio-

marcatori di Venezia, che collabora nel progetto.

2.9 Immunoprecipitazione della Cromatina

Le cellule HUVEC sono state trattate con Tl presenza o in assenza di resve-
ratrolo per 24h. In seguito, sono state incubate per 10’ in peeded® Formal-
deide per consentire la formazione di legami crociati treeprete DNA (“cross-
linking™”). La reazione é stata poi bloccata aggiungendo una soludioglcina
0.125 mM per 5’ e le cellule, dopo un lavaggio con PBS, sono stai@teae
centrifugate a 4°C (5’ a 1200 rpm). Successivamente sonaistapese in 2 ml
di “Cell Lysis Buffer” (5mM PIPES pH 8.0, 85mM KCI, 0,5% NP-40, 1mM PMSF
e inibitori delle proteasi 10ug/ml), lasciate in ghiaccio J@re poi centrifugate a
4°C (5’ 5000 rpm). Il precipitato contenente i nuclei e statwspsso in 2 ml di
“Nuclear Lysis Buffer” (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 8%DS, 1 mM
PMSF e inibitori delle proteasi 10pug/ml), e sottoposto acsaione 5 volte per

30" in ghiaccio. La frammentazione del DNA della cromatittgpo sonicazioné
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stata verificata mediante la visualizzazione di frammdintirca 1000 bp su gel di
agarosio 1%. In seguito, un’ aliquota del campione (300 ul) @ difiito con
“Ripa Buffer” (10 mM Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1% ifon X-
100, 0,1% Na-Deossicolato, 0,1% SDS, 140 mM NacCl) e sottoposto a€gprecl
ring” con 30 pl di proteina-A agarosio (Amersham) per 1-2 ore a@6go centri-
fugazione (10’ a 14000 rpm), il sovranatante & stato incubato coitdgu Anti-
Nf-kB p65 (1 pg), con I'anticorpo (anti-RNA pol 1) come controllospivo e I1gG
come controllo negativo, per tutta la notte a 4°C in agiteziRNA pol Il € in gra-
do di legarsi alla regione del promore del gene GAPDH. Suvaeassnte al cam-
pione sono stati aggiunti 30 pl di Proteina A agarosio per 4 4t&Cae centrifuga-
to a 4°C a 14000 rpm. L'immunoprecipitato & stato poi lavato ecdedoit il kit
Ez-Chip (Upstate). Dopo I'eluizione,il DNA e stato purificabediante il kit PCR
Purification (Qiagen) per la PCR quantitativa (Q-PCR),az#lndo oligonucleotidi
specifici per la amplificazione del promotore del gene E-8ekee per il promoto-
re del gene GAPDH. | primers per E-selectine e GAPDH s@pettivamente:
senso (E-selectine) ATCCAGAGCAACCCACA, antisenso: CATUXCACCA-
GCTCAGCT; senso (GAPDH): 5-TACTAGCGGTTTTACGGGCG, antise,
5-TCGAACAGGAGGAGCAGAGCGA. Mediante l'analisi della ota di mel-
ting e I'elettroforesi su gel di agarosio sono state camdée la specificta dei pri-
mers che danno un solo prodotto di amplificazione (amplicone). lraatiazazio-
ne dei dati ottenuti dalla PCR é stata eseguita medibmbetodo “fold enri-
chment” del segnale ottenuto dalla immunoprecipitazione della atiaan con

I'anticopro specifico rispetto a quello senza anticorpo (controllo nejati

2.9 ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica dei dati € stata condotta con soft@®8€S (versione 15,
Statistical Package for Social Science, SPSS Inc. Chidligojs, USA). Nella
comparazione tra le medie dei parametri tra i diversi gruppbgljetti & stato uti-
lizzato il test t di Student. Per determinare la relazione esdiendiverse variabili
e stato utilizzato il coefficiente di correlazione daPsn. Un test € stato conside-
rato statisticamente significativo per valori di P<0.05.tl dano stati espressi co-

me Media+ES (errore standard).
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RISULTATI

1. ESPERIMENTI SU LINFOMONOCITI UMANI

1.1 SOGGETTI

Le principali caratteristiche cliniche dei soggetti sono raggertn Tabella 6 |
soggetti sono stati suddivisi sulla base dei criteri proptatiAdult Treatment
Panel Il (ATP-111) in affetti da MetS e non da MetS.

Ventuno volontari sono stati considerati affetti da sindrome metabolica, circ
il 24% del totale. | soggetti classificati affetti da smaie metabolica (24%) non
differiscono in maniera significativa per eta (46.5 +\1s149.2 + 1.3) e per sesso

(p =ns) da quelli che non la presentano.

Caratteristiche Totale (n=85) No MetS (n=64) MetS (n=21)
Sesso (M/F) 64/21 50/14 14/7
Eta (anni) 47.2+0.9 465+1.1 49.2+1.3
BMI (kg/m?) 26.6+0.6 245+0.5 31.5+0.9*
Waist (cm) 943+19 88.1+1.7 110 + 2.4*
Pressione sistolica (mmHg) 124 £1.7 119.7+1.7 134.9 + 3.0*
Pressione diastolica(mmHg) 81+1.1 78.9+1.0 86.2 + 2.0*
Glicemia a digiuno (mg/dl) 89.4+3.0 826+15 106.6 £ 7.0*
Insulina a digiuno (pLU/ml) 11.6 £1.0 75+0.6 21.8+1.8*
Trigliceridi (mg/dl) 126.7 ¥10 1016 190.0 + 22*
Colesterolo totale (mg/dl) 197.4+3 193 +4 208.3 + 6.5*
Colesterolo HDL (mg/dI) 48.5+1.5 51.7+17 40.2 + 2.3*
Colesterolo LDL (mg/dl) 1248+ 3 121 +3.3 135.7 £ 5.7**
Acidi grassi liberi (umol/l) 606 +37 606 + 36 598 + 50

Tabella 6. Caratteristiche principali dei soggettidello studio. | dati sono espressi come
Media + Errore Standard,p<0.01, **p<0.05
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1. 2 ESPRESSIONE DI SIRT1 IN LINFOMONOCITI UMANI

Il nostro gruppo ha recentemente dimostrato che in un minor numpes di
zienti affetti da sindrome metabolica, I'espressione geni@&IRIT1 nei linfomo-
nociti & ridotta rispetto a quella presente nei soggetti noattiaffmentre
I'espressione delle altre sirtuine (SIRT2-SIRT7) non & signifiaatente diversa

Pertanto, alla luce di questi risultati, abbiamo ampliatcakistica dei sog-
getti per confrontare I'espressione genica e proteica di BiRi linfomonociti dei
due gruppi presi in esame. Come si puo osservare nella Figurashtessione
genica di SIRT1 risulta essere significativamente ridogiapazienti con MetS ri-
spetto ai non MetS (1. 096 + 0.08€.0.742 + 0.048).

©
>

o
()

Espressione genica di SIRT1
o
(o)}

Non MetS MetS

Figura 11. Espressione genica di SIRT1 in soggetiffetti (n=21) e non (n=64) da sindrome me-
tabolica.l dati sono espressi come Media + Errore Standard.01

La ridotta espressione di SIRT1 nei linfomonociti dei soggetti MetS e
stata confermata dall’analisi dell’espressione della prat8IRT1. La Figura 12
mostra un Western Blot rappresentativo dell’espressione dilSiRlinfomonociti
umani dove I'anticorpo anti-SIRT1 riconosce la proteina di pesiecolare di cir-
ca 120 kDa. Nei linfomonaociti di soggetti con MetS I'espressitifelRT1 e sen-

sibilmente ridotta di circa il 40% rispetto a quella di soggeiti MetS, come cal-
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colato dall’analisi densitometrica e dal rapporto tra I'espome di SIRT1 e

GAPDH, proteina di riferimento.
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Figura 12. A) Western Blot rappresentativo dell’espessione proteica di SIRT1 in soggetti con e
senza sindrome metabolica. B) Analisi densitometricdell’espressione di SIRT1 nelle condizioni
sopra elencatel valori sono espressi come Medie + EF;<0.01
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1.3 CORRELAZIONE TRA L'ESPRESSIONE GENICA DI SIRT1
E LE COMPONENTI DELLA SINDROME METABOLICA

Abbiamo poi studiato I'associazione tra i valori di espressige@ca di
SIRT1 e le componenti che definiscono la MetS.

La Tabella 7riporta i valori di correlazione tra I'espressione di SIRTilpa-
rametri che definiscono la MetS. SIRT1 si associa negagwte alla circonferen-
za vita (=-0.43;p=0.001), ai trigliceridi (=-0.342;p=0.014), alla pressione arte-
riosa sistolican=-0.290;p=0.033) e alla glicemia a digiuno=-0.281;p=0.042),

mentre positivamente alla concentrazione di HB0(380;p=0.007).

Correlazione di

Fattori di rischio Valore p
Pearsonr

Circonferenza vita -0.434 0.001 **

Pressione sistolica -0.290 0.033 *

Glicemia a digiuno -0.281 0.042 *

Trigliceridi -0.342 0.014 *

HDL 0.380 0.007 **

Tabella 7. Correlazione tra I'espressione genica @IRT1 e i fattori di rischio per la Sindrome
Metabolica.

* La correlazione € significativa al livello 0.01.
** | a correlazione é significativa a livello 0.05.

1.4 CONCENTRAZIONI PLASMATICHE DELLE MOLECOLE
DI ADESIONE E DEL TNF-a

La sindrome metabolica € una condizione fisiopatologica data deonma
binazione di fattori di rischio cardiovascolare e da uatogpro-inflammatorio si-
stemico, caratterizzato da un aumento della concentrazione diicéae proteine
pro-inflammatorie.

Per approfondire tali associazioni, abbiamo allora determinatonieentra-
zione plasmatica di 3 importanti molecole di adesione, I-CAMGAM ed E-

Selectine, e della citochina pro-infiammatoria TFRei soggetti affetti da MetS e
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non da MetS. La Figura 13 riporta i valori medi delle concentrazioni plasraatic
E-selectine, di I-CAM e V-CAM nei due gruppi di soggetti.

La concentrazione plasmatica di E-Selectine é significativiie aumentata
nei soggetti con la MetS (22.713 + 1. 3231.873 + 3.266 ng/ml; p<0.01) rispetto
ai non MetS, mentre la concentrazione di I-CAM e V-CAM non s@ultate es-

sere significativamente differenti.
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Figura 13 A, B, C) Dosaggio delle molecole d'adesie E-Selectine, V-CAM e I-CAM in soggetti
con (n=21) o senza (n=64) sindrome metabolidavalori sono espressi come Medie + Ef;<0.01

Inoltre, i valori di concentrazione delle E-Selectine soneetali positiva-
mente alla circonferenza vita (r=0.261; p=0.034), ai triglti€r=0.434; p=0.000),
alle pressione arteriosa sistolica (r=0.315; p=0.003), alle ngiicea digiuno
(r=0.256; p=0.018) e negativamente ai valori di HDL (r=-0.211; p=0.051).

Correlazione di

Fattori di rischio SR Valore p
Circonferenza vita 0.261 0.034 *
Pressione sistolica 0.315 0.003 **
Glicemia a digiuno 0.256 0.018 *
Trigliceridi 0.434 0.000 **
HDL -0.211 0.051*

Tabella 8. Correlazione tra I'espressione della metola di adesione E-selectine e i fattori di ri-
schio per la Sindrome Metabolica.

* La correlazione ¢ significativa al livello 0.01.
** | a correlazione € significativa a livelo 0.05.

Infine, sono stati misurati i livelli plasmatici di TNEnei due gruppi di stu-
dio. La Figura 14 mostra che le concentrazioni risultano sigtifezaente aumen-

46



Risultati

tate nei soggetti con sindrome metabolica (1.10 + @s08.55 + 0.21, p<0.01) ri-

spetto a coloro che non ne sono affetti.

Concentrazione di TNF-a (ng/ml)

No MetS MetS

Figura 14. Dosaggio di TNFe in soggetti con (n=21) o senza (n=64) sindrome rabblica

La concentrazione plasmatica di TNFSi correla positivamente ai trigliceri-
di (r=0.414,p=0.003) e negativamente alle HDL (r=-0.334, p=0.019). Inoltre i va-
lori di TNF-a si correlano positivamente anche alle concentrazioni plasmeadii
E-selectinen=0.412,p=0.003,Figura 15A).

Poiché le molecole di adesione e il TMBSono considerati tra i principali
markerdi disfunzione endoteliale, un incremento significativo della &spressio-
ne e sinonimo di un danno funzionale dell’endotelio vascolare nei sogmesin-

drome metabolica.

1.5 CORRELAZIONE TRA L'ESPRESSIONE DI SIRT1 E
LA CONCENTRAZIONE DI E-SELECTINE

La Figura 15B mostra la correlazione tra I'espressiomécgadi SIRT1 e la
concentrazione plasmatica della molecola di adesione E-sel@eti soggetti con e
senza sindrome metabolica. Come si puo notare, & presente urezemnreshega-
tiva tra i due parametrir£ -0.341; p=0.003). La concentrazione plasmatica di

TNF-0, invece, non si correla ai valori di espressione di SIRT1.
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Fig.15A. Correlazione tra la concentrazione plasmata di TNFa- e la concentrazione di E-
selectine
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Fig 15B. Correlazione tra I'espressione genica dilRT1 e la concentrazione plasmatica di E-

selectine
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2. ESPERIMENTI SU CELLULE HUVEC

Il TNF-a, una citochina che svolge un ruolo fondamentale nei processi in-
fiammatori, &€ responsabile del rilascio della molecola d'adesE-selectine dalle
cellule endoteliali mediante attivazione della proteina BFiknostri dati,in vivo,
dimostrano come il TNle-e la E-selectine siano aumentati nel plasma dei soggetti
con MetS rispetto a coloro che non ne sono affetti. Pertanto, §tagseconda par-
te, abbiamo voluto verificare gli effetti del trattameritoyitro, nelle cellule endo-
teliali, del TNFe sul rilascio di E-selectine, sull’espressione proteical@iT1 e di
NF-kB, e sulla attivazione di NF-kB. Infine, abbiamo studiatotdiazione tra
I'attivazione di SIRT1 indotta dal resveratrolo e I'attiva®e di NF-kB indotta dal

TNF-a e il conseguente rilascio di E-selectine.

2.1 EFFETTO DEL TNF-a SUL RILASCIO DELLE E-ELECTINE

Le cellule endoteliali sono state incubate con ToiN&tempi diversi (da 0 a
48h) e il terreno di coltura é stato poi raccolto per il dosaggio di Eiselect

La Figura 16 dimostra che E-selectine é significativamenteentata gia
dopo le prime 6h di incubazione con TNFraggiungendo un picco massimo di

concentrazione a 24h (23 £ 1,6 ng/ml).
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Figura 16. Valori di concentrazione di E-Selectinelopo stimolazione di cellule HUVEC con
TNF-a 0.1ug/ml. 1l dosaggio di E-selectine € stato determinato argtei kit ELISA. | valori sono
espressi come Medie + ES ¥0.01, n=5.

49



Risultati

2.2 EFFETTO DEL TNF-a SULL’ESPRESSIONE PROTEICA DI
SIRT1 E DI NF-kB

La Figura 17 mostra un Western Blot rappresentativo dell’espnespro-
teica di SIRT1 nelle cellule endoteliali trattate con TNE-diversi tempi: da 0 a
48h. Come si puo notare, non sono presenti differenze di espressioRT dlit&l
le cellule con TNFe e il controllo (CTRL).
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Figura 17. A) Western Blot rappresentativo dell’espessione proteica di SIRT1 in

HUVEC stimolate con TNF-u. 0.1ug/ml. B) Analisi densitometrica dell’espressite di SIRT1 nel-
le condizioni sopra elencatel. valori sono espressi come Medie + Ef:<0.01,n=5.
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Abbiamo poi studiato I'effetto di TNE-sull’'espressione proteica di NF-kB.
L’anticorpo da noi utilizzato & il p105/p65, che permette di ifieate la presenza
di due bande che corrispondono alla subunita p105, precursore citoplasiafiéico
proteina, e alla subunita p65, prodotto di degradazione che agifattoda trascri-
zionale nucleare. La Figura 18 mostra un Western Blot rappatisent
dell’'espressione di NF-kB nelle cellule endoteliali trattabn TNFe a diversi
tempi. Come si puo vedere, I'espressione della subunita p65pdetéana NF-kB
in cellule trattate con TNE-dopo 24 ore € aumentata quasi del doppio rispetto al

controllo per poi diminuire nel tempo.
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Figura 18. A) Western Blot rappresentativo dell’espessione proteica di NF-kB in cellule HU-
VEC stimolate con TNFw 0.1ug/ml (n=5). B) Analisi densitometrica dell’esgessione di NF-kB
nelle condizioni sopra elencatd. valori sono espressi come Medie + Ef;<0.01
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2.3 ACETILAZIONE DI NF-kB MEDIATA DA TNF- a ED EF-
FETTO DEL RESVERATROLO

L'acetilazione rappresenta uno dei meccanismi post-transédzipit im-
portanti di attivazione del fattore NF-kB. Gli enzimi adedihsferasi (HATs)come
la p300/CBP, sono responsabile dell’acetilazione della proteinasidui lisinici,
mentre gli enzimi deacetilasi (HDACs) hanno il compito idiuovere il gruppo
acetile acetile dalle lisine di NF-kB inattivando in quasitado la proteina. SIRT1

appartiene alla famiglia delle HDACs in quanto agisce déaced selettivamente

di SIRT1 potesse ridurre I'acetilazione di NF-kB. Le celletteloteliali sono state
stimolate con TNFe a diversi intervalli di tempo e i livelli di acetilazioner® sta-
ti misurati mediante immunoprecipitazione della subunita p65 della proi&ika.
Come mostra la Figura 19A, i livelli di acetilazione daldunita p65 aumentano

significativamente dopo 24h di trattamento delle cellule endotebalTNF.

| valori ottenuti dall’analisi densitometrica sono stati papportati alla

quantita di NF-kB totale, come mostra I'istogramma in Figura 19 B.
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Figura 19. A) Western Blot dopo Immunoprecipitaziore dell’acetilazione di NF-kB in cellule
HUVEC stimolate con TNF-u. (0.1ug/ml). B) Analisi densitometrica dell'acetilzione di NF-kB
nelle condizioni sopra elencatd. valori sono espressi come Medie + Ef;<0.01,n=5.

Per verificare se l'attivazione di NF-kB, indotta dal ThFpossa essere
modulata dall’attivazione di SIRT1, abbiamo trattato le celkridoteliali con il
resveratrolo, attivatore di SIRT1 e con il sirtinolo, irobét di SIRT1. Pertanto, le
cellule sono state trattate per 24h con Td\iR-presenza e in assenza di resveratro-
lo o di sirtinolo, e i livelli di acetilazione della subunfié5 della proteina NF-kB
sono state misurate mediante immunoprecipitazione. Inoltre, abhiarificato
I'effetto della acetilazione di NF-kB indotta dal TNFn cellule silenziate per il

gene SIRT1 (siRNA SIRT1)
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Figura 20. A) Western Blot dopo Immunoprecipitaziore dell'acetilazione di NF-kB in cellule
HUVEC stimolate con TNF-o 0.1ug/ml, sirtinolo 100nM e resveratrolo 100nM. BAnalisi densi-
tometrica dell'acetilazione di NF-kB nelle condiziai elencate in figura.l valori sono espressi co-
me Medie + ES; p <0.01,n=5.

La Figura 20 mostra come il trattamento con resveratroloaidligelli di
acetilazione di NF-kB mentre il sirtinolo o in celluleesiziate del gene SIRT1 a-
boliscono questo effetto.

Questo risultato & ulteriormente confermato dal fatto chrdaicio di E-
selectine, indotto dal TNE; viene significativamente ridotto dal trattamento delle
cellule con resveratrolo, ma non nelle cellule silenziatel ggmie SIRT1 (SIRNA)
(Figura 21). Pertanto, questi dati suggeriscono che l'aitima di SIRT1 indotta
da resveratrolo blocca gli effetti del TNFsul rilascio di E-selectine.
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Figura 21. Valori di concentrazione di E-Selectinelopo stimolazione di cellule HUVEC con

TNF-e 0.1pg/ml con resveratrolo, e in cellule silenziate per SIRT (SiRNA) (n=5).1 valori sono
espressi come Medie £ E§ ¥0.01

Infine, abbiamo verificato I'interazione tra il fattore trazionale NF-kB e il pro-
motore del gene E-selectine mediante immunoprecipitazione desimatina
(Chip-Chromatin Immunoprecipitation). Recenti studi hanno dimostia¢ouna
sequenza detta CRR localizzata tra -156 a -66bp a monte del codoizéodiel
gene che codifica la E-selectine & fondamentale per IsisthtE-selectine indotta
dalle citochine, come il TNE= (Fig.22 A) Questa regione del promotore contiene
siti di legame per la proteina NF-kB. Pertanto mediamtiednica della immuno-
precipitazione della cromatina abbiamo verificato I'interagitma NF-kB e il pro-
motore del gene E-selectine indotta dal TdNFn presenza o in assenza
dell'attivatore di SIRT1, il resveratrolo. La Fig. 22B mostise l'interazione tra
NF-kB e E-selectine viene attenuata quando le cellule veng@t@ttate con re-

sveratrolo rispetto a quelle trattate solo con TNF-
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Figura 22. Saggio di immunoprecipitazione della cnmatina. HUVEC sono state trattate con
TNF-a per 24h in presenza e in assenza di resverato. Poi, sono state trattate con formaldeide
1% in modo da fissare le proteine al DNA. La cromaha & stata immunoprecipitata con
I'anticorpo anti-NF-kB p65 e in assenza di anticorp (IgG) . Una reazione di PCR real time &
stata allestita con primers che amplificano la regine del promotore E-selectine contenenti i siti
di legame per il fattore trascrizionale NF-kB. La rormalizzazione dei dati ottenuti dalla PCR &
stata eseguita mediante il metodo “fold enrichmenttel segnale ottenuto dalla immunoprecipi-
tazione della cromatina con 'anticopro specifico ispetto a quello senza anticorpo (controllo
negativo)
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DISCUSSIONE

| risultati di questo studio dimostrano che I'espressione dir SIR ridotta
nei linfomonaociti di soggetti con MetS e si correla negatieate ai valori plasma-
tici di E-selectine. Questo risultato € confermato dagliiStuditro che suggeri-
scono che I'attivazione di SIRT1 abbia un ruolo importante nellaaeigole della
secrezione della molecola di adesione E-selectine dalle cellule erldatedidiante

I'inibizione del fattore trascrizionale NF-kB.

La riduzione dell’ espressione di SIRT1 nei soggetti con MetSnhanpor-
tante significato clinico in quanto SIRT1 e coinvolta nei precaetabolici che
ritardano I'invecchiamentd e aumentano la durata della ¥itanel’omeostasi del
glucosiorfg, nella secrezione dellinsulina e nell'inflammazione. In paitre,
SIRT1 regola numerosi attivatori e co-attivatori delle tappe methaleaylucidiche,
aumenta la lipolisi, a livello epatico interagisce con PPAfRattivatore di enzimi
della gluconeogenéi Inoltre, SIRT1 & direttamente coinvolto melthwayintra-
cellulare dell'insulina ed € responsabile della diminuzioneodstlito infammato-

rio mediante deacetilazione di alcuni fattori trascrizionali pf@mmatori.

Un aspettdmportante del nostro studio e stato quello di verificare la rela

zione tra I'espressione di SIRT1 e i livelli plasmaticllelenolecole di adesione
che sonamarkersdi infiammazione nella MetS. Tra le molecole di adesionecda
studiate, la concentrazione plasmatica di E-selectine éats@ssere aumentata in
soggetti con MetS rispetto ad i non MetS, mentre le altre wielet adesione, I-
CAM e V-CAM, non sono risultate essere significativamentéedihti nei due
gruppi.

La E-selectine € una molecole di adesione coinvolta nei prdtagistici
che interviene nell'interazione adesiva tra leucociti ed ehdot@uesta proteina
viene rilasciata dalle cellule endoteliali, mediante atiwae del fattore trascrizio-
nale NF-kB, dopo stimolazione con TNEL Infatti, la concentrazione plasmatica
di TNF-a, citochina pro-inflammatoria, risulta essere aumentatssoggetti con
MetS rispetto a quelli che non ne sono affetti. Questo dato caafleristato in-

fiammatorio presente nel quadro fisiopatologico della sindrome metaboli
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L'esistenza di una correlazione tra SIRT1 ed E-Seletina, maoril TNF-
a, suggerisce che SIRT1 sia coinvolta nella regolazione detieezone di E-
selectine e in qualche modo possa controbilanciare gli effettiNielol

In vitro, infatti, i nostri risultati dimostrano che la stimolaziondedeellule

endoteliali con TNFe :
1. induce un aumento di secrezione di E-selectine;
2. aumenta I'espressione proteica di NF-kB ma non quella di SIRTZ,

3. incrementa i livelli di acetilazione della subunita p65 detl@eina NF-
kB.

Inoltre, abbiamo osservato che gli effetti del TWBull' acetilazione di NF-
kB e sul rilascio di E-selectine sono stati antagonizzdfiattvazione di SIRT1
mediante il trattamento delle cellule con resveratrolo. Quissltati dimostrano
che vi & un’interazione specifica tra 'attivazione di SIRTi meccanismi moleco-

lari che portano alla secrezione di E-selectine.

La Figura 1 rappresenta un ipotetico meccanismo di correlazione tra
I'attivazione di SIRT1 e il rilascio di E-selectinelesiio possibile coinvolgimento

nella sindrome metabolica.
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Resveratrolo
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3. M ciconferenza NF-kB
vita (acetilazione)
4. 1 pressione ar-
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[ E-SELECTINE ]

INFIAMMAZIONE

Figura 10. Meccanismo molecolare alla base dell'iatazione tra SIRT1 ed E-selectine.

La Sindrome Metabolica & caratterizzata da un insiematdirif di rischio
che portano ad una riduzione dell'espressione di SIRT1, enzimé\étad aeaceti-
lasica che svolge la sua azione mediante deacetilaziam@rdirosi fattori di tra-
scrizione, tra i quali NF-kB. Pertanto, la diminuzione di SIRT1 pworfee un
aumento del grado di acetilazione di NF-kB indotta da uno stimolaninfiatorio,
come il TNFe e di conseguenza si ha un aumento del rilascio di E-selectine, grazie

al legame dell’NF-kB stesso sul promotore della molecola di adesione.

Nelle cellule endoteliali il trattamento con il resveokir attivatore di
SIRT1, riduce i livelli di acetilazione di NF-kB , inibendo ctssisua attivazione e
il rilascio di E-selectine e comportando probabilmente una dingnazlello stato
inflammatorio sistemico. E’' noto infatti che il resveratrelmlge un ruolo impor-
tante in numerosi processi fisiologici, tra i quali I'adthione di proteine coinvolte
nel metabolismo (come SIRT1 e AMPK$® la diminuzione della sintesi di NO

(di conseguenza di ipertensione in modelli anim§lip riduzione di radicali liberi
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(ROS), grazie all'attivazione di numerosi enzimi antiosdidamoltre, & stato, di-
mostrato che la somministrazione in modelli animali di redvelo riduce la se-
crezione di citochine, interleuchine e proteina C reattimatando il rischio di pa-
tologie infiammatori&

Di recente, infatti, alcune molecole, attivatori di SIRT1, cioat&ira simile
e non a quella del resveratrolo, sono in fase di sperimentazioiw ger il trat-

tamento di patologie cardiovascolari ed infiammafarie
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CONCLUSIONE

Questo studio offre importanti spunti sulle relazioni esisteatSIRT1, sin-
drome metabolica ed inflammazione e sulla possibilita ch& Bf®ssa rappresen-
tare un nuovanarkermolecolare coinvolto nella regolazione del metabolismo cel-

lulare e nella secrezione delle molecole di adesione.

Inoltre, SIRT1 puod rappresentare un nuovo bersaglio farmacologicatiel t

tamento della sindrome metabolica associata alla infiammazione.
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