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1. RIASSUNTO

I telomeri sono strutture nucleoproteiche specializzate localizzate alle estremita
dei cromosomi lineari eucariotici, costituite da sequenze nucleotidiche altamente
ripetute. La loro principale funzione risiede nel mantenimento dell’integrita
genomica, nella protezione del DNA contro il rischio dei fenomeni di
degradazione o ricombinazione nel corso della replicazione cellulare. La
Telomerasi ¢ un complesso enzimatico che ha come principale compito il
mantenimento della lunghezza telomerica, e pertanto dell’integrita dei cromosomi.
Il nostro scopo ¢ stato quello di valutare I’effetto del trapianto d’organo (PTA e
SPK) sui piu importanti marcatori di cellular senescence e stress ossidativo nei
soggetti riceventi trapianto di pancreas.

Abbiamo valutato 39 pazienti (LISTA TX) che hanno effettuano la valutazione
per l'inserimento in lista attiva per il trapianto combinato di rene-pancreas (SPK) o
pancreas isolato (PTA). Sono inoltre stati valutati soggetti gia sottoposti a
trapianto (TX), soggetti affetti da diabete mellito tipo 1 non complicato (T1DM),
soggetti affetti da diabete mellito tipo 2 (T2DM) ed infine soggetti sani (ND). I
pazienti sono stati sottoposti a valutazione del profilo glicometabolico ed alla
raccolta di un campione ematico. Sono stati valutati: lunghezza telomerica, attivita
telomerasica e concentrazione plasmatica di nitrotirosina. Sono emerse una
correlazione negativa significativa fra la lunghezza dei telomeri e 1’eta ed in BMI
del soggetto. Valutando la correlazione tra lunghezza dei telomeri e parametri di
controllo metabolico, abbiamo documentato un’associazione negativa
significativa con il livello di colesterolo totale ed il colesterolo LDL. Inoltre, ¢
emersa una correlazione positiva significativa fra la lunghezza dei telomeri ed il
colesterolo HDL. Rispetto ai controlli sani, la lunghezza dei telomeri ¢ risultata
significativamente aumentata nei soggetti in valutazione per trapianto. Per quanto
concerne I’attivita telomerasica, essa ¢ risultata significativamente aumentata. I
parametri di studio telomerico tendevano alla normalizzazione nel gruppo
trapiantato. In merito alla concentrazione di nitrotirosina come marker di stress
ossidativo, i suoi livelli sono risultati significativamente maggiori in tutti i gruppi
studiati rispetto ai non diabetici. In conclusione le alterazioni del metabolismo
telomerico presenti nel diabete sembrano tendere verso la normalizzazione dopo il
trapianto di pancreas.



2. INTRODUZIONE

2.1 1 Telomeri

| telomeri sono strutture nucleoproteiche specializzate, identificate e
caratterizzate nei primi Anni Ottanta da Elizabeth Blackburn, Jack Szostak
e Carol Greider (1; 2; 3). | telomeri (dal Greco ‘“télos” fine, termine, e
‘méros”, parte) si localizzano a mo di “cappuccio” alle estremita dei
cromosomi lineari eucariotici. Sono costituiti da esameri di sequenze
nucleotidiche altamente ripetute che variano da specie a specie (in quella
umana la sequenza € TTAGGG), e che si estendono per 10-15 kb nella
parte terminale del cromosoma, a protezione delle terminazioni 3’ e 5’ dei
filamenti di DNA, i quali sarebbero altrimenti suscettibili alla degradazione
nucleasica ed a fenomeni di fusione e ricombinazione genica (4; 5).

Oltre a questa funzione protettiva, le estremita telomeriche regolano
il riconoscimento e la separazione dei cromosomi durante la mitosi,
facilitano la replicazione del DNA nei vari stadi del ciclo mitotico e
meiotico, posizionando ed ancorando i cromosomi al macchinario
nucleare (6), ed influenzano la trascrizione di geni posti in contiguita delle
estremita cromosomiche (7).

Fisiologicamente, ad ogni duplicazione cellulare una piccola

porzione telomerica (30-200 bp) viene persa; cid comporta, nel tempo e
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con il susseguirsi delle replicazioni cellulari, il raggiungimento di una
lunghezza telomerica “critica” che determina I'attivazione di uno stato di
cosiddetta “replicative senescence”, ossia un blocco irreversibile del ciclo
cellulare in GO-G1, nel quale la cellula interrompe la sua proliferazione ed
€ predisposta ad andare verso I'apoptosi.

Il concetto di un limite alla possibilita replicativa della cellula era
stato gia introdotto da Hayflick (8), il quale aveva rilevato che la cellula
poteva andare incontro ad un numero limitato di replicazioni, per poi
perdere la propria capacita replicativa; questo fenomeno, indicato come |l
‘limite di Hayflick”, & stato meglio compreso proprio grazie alle

conoscenze acquisite sulla biologia dei telomeri .



Figura 1. | telomeri.
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Le sequenze telomeriche sono caratterizzate dal mantenimento di
una particolare conformazione; difatti tali sequenze, ripiegandosi
caratteristicamente, terminano in una struttura 3 sul filamento leading
lunga circa 150 nucleotidi, a singola catena, a mod di protrusione,
denominata G-strand overhang (in quanto ricca in G). Questa prominenza
termina con un’estremita 3’-OH libera, si ripiega ad ansa per insinuarsi poi
nella doppia elica di DNA telomerico, la quale a sua volta si apre formando
una struttura a tripla elica, la cosiddetta D-loop (displacement loop).

La grande ansa che deriva dal ripiegamento dell’estremita
protrudente si apre per intersecarsi con la regione a doppia elica, andando
a formare una prende invece il nome di t-loop (telomere-loop).

Questa speciale conformazione da un lato protegge la struttura
dall'attaccoo delle esonucleasi e dai fenomeni di fusione termino-
terminale, evitando che I'estremita 3’ del cromosoma venga erroneamente
riconosciuta dai sistemi di riparazione del DNA come rottura del doppio
filamento, dall’altro rappresenta un fattore limitante per I'allungamento dei
telomeri, poiché rende inaccessibile all’enzima telomerasi I'estremita da

allungare.



Figura 2. Conformazione dei telomeri.
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La struttura nucleotidica viene legata da un complesso costituito da
sei proteine (TRF1, TRF2, Rap1, TIN2, TPP1, and POT1), che
nell’insieme prende il nome di Shelterin complex (9), e che ha il compito di
proteggere le estremita cromosomiche dal potenziale danneggiamento del
DNA; questo complesso proteico inoltre regola il mantenimento dei
telomeri da parte dell’enzima Telomerasi.

Le proteine dello Shelterin Complex si associano specificamente
con le ripetizioni telomeriche TTAGGG, mediano sia la formazione che la
stabilita del t-loop (regolando in questo modo [lattivita telomerasica),
nonché quella delle estremita cromosomiche (interagendo sia con la
struttura a singolo che a doppio filamento), contribuendo cosi alla funzione
protettiva dei telomeri.

Nei mammiferi la conformazione ad anello del t-loop sembra essere
favorita essenzialmente da due delle proteine del complesso Shelterin, la
TRF-1 (telomeric repeat binding factor 1) e la TRF2 (TTAGGG repeat
binding factors), le quali legano i segmenti di DNA a doppio filamento (10).
Mentre la prima, TRF-1, regola la lunghezza del telomero, inibendone
'allungamento una volta raggiunta la misura critica, la seconda, TRF2,
ostacola la fusione delle estremita cromosomiche assicurando la stabilita
dei telomeri; inoltre TRF2 favorisce I'inserimento del G-strand overhang
allinterno del dsDNA del telomero, assicurando all’estremita protrudente

integrita e stabilita.



Figura 3. Proteine dello Shelterin Complex.
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La principale ed ormai accettata funzione dei telomeri risiede nel
mantenimento dell'integrita genomica, nella protezione del DNA contro il
rischio dei fenomeni di degradazione o ricombinazione nel corso della
replicazione cellulare (11; 12; 13); a dimostrazione di questo importante
ruolo, & stato constatato come I'accorciamento delle estremita telomeriche
si associ all’aumento del rischio di instabilita del genoma, con fenomeni di
“end-to-end fusion” ed apoptosi cellulare (14).

La lunghezza iniziale dei telomeri &€ determinata da una serie di fattori di
natura sia genetica che ambientale (15; 16; 17).

In ambito fisiologico, il progressivo accorciamento dei telomeri & stato
proposto come uno dei principali meccanismi implicati del normale
processo di invecchiamento cellulare (18).

Negli ultimi anni, inoltre, numerosi studi hanno suggerito un ruolo per i
telomeri in un ampio spettro di patologie umane, dall’anemia aplastica,
allinsufficienza midollare, alle patologie neoplastiche, alla fibrosi

polmonare, sino alle patologie di tipo cardiovascolare (19).
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2.2 La Telomerasi

La descrizione della Telomerasi da parte di Carol Greiden ha
segnato un importante passo verso la comprensione della biologia dei
telomeri (20).

La Telomerasi (telomere terminal transferase) (21) € un complesso
enzimatico che ha come principale compito il mantenimento della
lunghezza telomerica, e pertanto dell’'integrita dei cromosomi.

Tutte le DNA polimerasi convenzionali possono procedere
solamente in direzione 5°—3’, e la diversa conformazione dei due filamenti
di DNA determina un differente processo di sintesi per ciascun’elica;
duplicando le catene genomiche a partire dall’estremita 3' le DNA
polimerasi richiedono un primer a RNA o a DNA; quando la forcina di
replicazione procedendo si avvicina all’estremita del cromosoma lineare,
la sintesi del filamento guida (leading strand) prosegue fino al termine
della catena stampo del DNA e la doppia elica figlia viene rilasciata dopo
essere stata duplicata interamente ed in maniera continua. La catena
stampo per il filamento lento (lagging strand), invece, viene copiata in
maniera discontinua e a partire da piccoli primer di RNA. Quando l'ultimo
innesco ad RNA viene rimosso, non ¢’€ nessun innesco a monte cui la
DNA polimerasi possa legarsi per riempire il vuoto determinato dalla
rimozione del primer. Per questa ragione, il filamento di DNA sintetizzato

come filamento tardivo verrebbe accorciato ad ogni divisione cellulare,
11



dando luogo al cosiddetto “end replication problem” (descritto da Watson
nel 1972) (22; 23) o “theory of marginotomy” (24), dovuto appunto
allincapacita delle DNA polimerasi di replicare completamente le
estremita 3’ dei cromosomi lineari.

. Questo progressivo accorciamento viene evitato ad opera della
Telomerasi.

Si tratta di una trascrittasi inversa (o DNA polimerasi RNA-
dipendente) telomero-specifica che utilizza come stampo frammenti di
RNA per la sintesi del DNA telomerico, che aggiungendo ripetizioni
telomeriche alle estremita dei cromosomi lineari ne contrasta il
meccanismo di accorciamento terminale. Essa € espressa nelle cellule
della linea germinale, mentre generalmente non & attiva nelle cellule
somatiche.

Le componenti della forma attiva dell’enzima Telomerasi sono la
human Telomerase Reverse Transcriptase (hTERT), che & la subunita
proteica catalitica dell’enzima ad attivita transcrittasica inversa, e la human
Telomerase RNA Component (hTERC), che invece € una subunita ad
RNA che funge da RNA templato.

Il complesso enzimatico € inoltre legato da una proteina principali,
Discherina, e da alcune proteine minori specie-specifiche, che hanno |l
complito di aumentare la stabilita dello stesso (25).

La telomerasi riconosce l'estremita 3’ del filamento leading e

sintetizza una copia della ripetizione telomerica (5’-TTAGGG-3’). Dopo
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molti cicli di estensione, la replicazione del filamento lagging all’estremita
del cromosoma pud essere completata usando queste estensioni come
stampo per la sintesi del filamento complementare da parte di una DNA
polimerasi. Questo meccanismo assicura che l'estermita 3’ del DNA
telomerico sia sempre piu lunga dell’estremita 5’ con cui € appaiata (3’
overhang).

In sintesi, usando la TERC come templato la trascrittasi inversa
TERT sintetizza DNA telomerico, mantenendo la lunghezza dei telomeri

ed impedendone I'accorciamento.
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Figura 4. Telomeri e telomerasi.
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Come gia detto, l'attivita telomerasica € molto bassa o addirittura
assente nelle cellule somatiche adulte, con conseguente erosione dei
telomeri di circa 50-150 bp ad ogni divisione cellulare. Per questo motivo,
dopo un numero finito di divisioni cellulari, la maggior parte delle cellule
umane entra nello stato di senescenza cellulare.

L’assenza dell’attivita telomerasica nella cellula somatica adulta &
legata essenzialmente alla regolazione dell’espressione del gene TERT,
che non & generalmente misurabile nelle cellulte somatiche dopo la
nascita. Al contrario, il gene codificante per TERC & espresso in maniera
sovrapponibile nei tessuti germinali ed in quelli somatici.

La regolazione dell’attivita telomerasica avviene a molteplici livelli,
attraverso interazioni trascrizionali, post-traduzionali, meccanismi di
fosforilazione e di controllo ormonale. Il principale modello proposto
descrive la presenza dellenzima in due diverse conformazioni, forma
attiva e forma inattiva, regolate da reazioni di fosforilazione e de
fosforilazione; nello specifico, la protein kinasi B (PKB o Akt) fosforilerebbe
un peptide componente dellhTERT stimolandone I'attivita catalitica (26;
27).

L’assenza dell’attivita telomerasica correla con I'accorciamento
telomerico con l'eta sia in vivo che in vitro (28), mentre quest’attivita

enzimatica € mantenuta nelle cellule dei tessuti in rapida proliferazione,
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anche se bassi livelli di attivita enzimatica non sono sufficienti per

prevenire 'accorciamento dei telomeri (29; 30; 31).

2.3 Telomeri e Rischio di Diabete

Un crescente numero di osservazioni ha suggerito negli ultimi anni
I'associazione tra I'accorciamento dei telomeri e lo spettro delle diverse
alterazioni del metabolismo glucidico. Infatti, la lunghezza telomerica &
risultata significativamente ridotta nei soggetti affetti da ridotta tolleranza ai
carboidrati rispetto a controlli sani (32). In questo studio, & stato inoltre
osservato come la lunghezza telomerica sia positivamente correlata al
colesterolo HDL e negativamente all’emoglobina glicata, al’HOMA IR.
Altri studi hanno potuto evidenziare il nesso tra stato dei telomeri e
condizioni di insulinoresistenza (33), osservando una significativa
correlazione di tipo inverso tra indice di massa corporea (indicativo di uno
stato di eccesso ponderale), HOMA IR (Homeostasis Model Assessment
of Insulin Resistance) e lunghezza telomerica.

La stessa correlazione inversa tra lunghezza dei telomeri e HOMA
IR & stata riscontrata in una coorte proveniente dal Framingham Heart
Study (34). Anche in una popolazione di pazienti affetti da malattia
coronarica aterosclerotica & stato dimostrato che, nei soggetti rispondenti
ai criteri per la definizione di Sindrome Metabolica, la lunghezza dei

telomeri, nonché l'attivita telomerasica, erano ridotte (35).
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Anche nel Diabete mellito tipo 2 €& stato riportato il dato di una lunghezza
telomerica significativamente ridotta rispetto ai soggetti non diabetici (36;
37), con la dimostrazione di un’associazione tra accorciamento telomerico
e durata di malattia (38).

Anche il grado di compenso metabolico € stato proposto come fattore in
grado di influenzare il metabolismo dei telomeri; infatti, I'ottenimento di un
buon controllo glicemico sembra correlare con la riduzione dell’attrito delle
estremita telomeriche nelle cellule mononucleate estratte da sangue di
soggetti con Diabete mellito sia di tipo 2 che di tipo 1 (39).

Molti autori dunque hanno condiviso I'ipotesi che un accorciamento
“patologico” o comunque accentuato dei telomeri, e quindi un’alterazione
nella loro biologia, caratterizzi le varie espressioni della malattia diabetica,
che, sebbene attraverso molte vie patogenetiche diverse tra loro,
condividono la stessa B cell failure finale. Tuttavia, resta da chiarire se
I'attrito telomerico possa rivestire un ruolo causale o sia semplicemente
una conseguenza dello stato di iperglicemia cronica caratterizzante il

diabete.
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2.4 Telomeri e Beta Cellula

Il Diabete Mellito tipo 2 & caratterizzato da un deficit secretorio di
insulina dovuto al progressivo declino della funzione 8 cellulare e da uno
stato variabile di insulino resistenza (40). E’ stato dimostrato come nel
diabete si assista da un lato alla riduzione della massa delle isole
pancreatiche, ma soprattutto alla comparsa di fenomeni di disfunzione,
senescenza ed infine apoptosi cellulare (41;42).

Oltre a questi meccanismi, che appaiono in parte mediati dallo
stress ossidativo, (43), €& stato dimostrato in vitro come anche
I'accorciamento dei telomeri sia implicato nelle alterazioni dell’equilibrio
cellulare; infatti, isole pancreatiche umane stimolate alla replicazione in
vitro, hanno mostrato un’accellerazione nell’attrito dei telomeri fino al
raggiungimento di uno stato di senescenza (44).

In modelli animali di ritardo di crescita intrauterino (IUGR), durante
la fase post natale di crescita accelerata sono stati osservati
consensualmente sia [l'accorciamento dei telomeri sia l'aumentata
espressione di marcatori di senescenza 3-cellulare (45).

L’attivita telomerasica e I'espressione genica di TERT sono state
esaminate in modelli murini di iperplasia B cellulare ed insulinoresistenza (i
topi LIRKO, che sono knockout per il recettore insulinico epatico) o in

modelli murini di ipoplasia B cellulare (i topi BIRKO, knockout per il
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recettore insulinico a livello B cellulare, ed i topi knockout per la Ciclina
D2). | risultati di queste analisi hanno indicato che la capacita proliferativa
delle cellule insulari & associata con 'aumentata espressione di TERT e
con l'attivita telomerasica, a suggerire una possibile correlazione tra la
stessa attivita telomerasica (e quindi lunghezza dei telomeri) e la capacita
replicativa delle B-cellule. In quest’ambito resta da chiarire se la lunghezza
telomerica sia un semplice indicatore del potenziale replicativo della 8-
cellula oppure se possa indicare soggetti a rischio di B-cell failure e quindi

di diabete.
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2.5 Telomeri e Complicanze croniche del Diabete

Alcuni  studi hanno investigato recentemente [I'eventuale
correlazione tra accorciamento dei telomeri e complicanze croniche della
malattia diabetica.

Sul versante delle complicanze microvascolari, la presenza di
microalbuminuria (e quindi di un’iniziale compromissione vascolare renale
a patogenesi diabetica), nellambito di una popolazione con diabete mellito
tipo 2, & stata associata a telomeri piu corti rispetto a quelli di soggetti
diabetici ma non microalbuminurici (46).

Sempre relativamente alla complicanza nefropatica, su biopsie
renali provenienti da soggetti con Diabete Mellito tipo 2 nefropatici & stato
documentato un pattern di accelerata senescenza, con riduzione del 20%
della lunghezza telomerica rispetto ai controlli (47), a supporto dell’'ipotesi
degli autori sul possibile ruolo dell’accellerata senescenza cellulare nella
patogenesi della nefropatia diabetica.

Un altro studio, svolto stavolta su una popolazione composta da
soggetti affetti da Diabete Mellito tipo 1 nel’ambito del Finnish Diabetic
Nephropathy Study (48) ha dimostrato addirittura il valore predittivo di
progressione del danno renale dell’accorciamento dei telomeri, come
fattore indipendentemente associato.

Anche riguardo la complicanza oculare maggiormente caratteristica

del diabete mellito, ossia la retinopatia diabetica, & stato proposto che il
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danno ossidativo del DNA ed il quadro di senescenza telomero-mediata
nelle cellule endoteliali ed in quelle epiteliali retiniche possano promuovere
l'insorgenza della retinopatia diabetica (49).

In merito alle complicanze macroangiopatiche, che si manifestano
come quadri di accellerata aterosclerosi a livello dei principali distretti
arteriosi (coronarico, carotideo e periferico) (50), una riduzione
significativa della lunghezza dei telomeri & stata descritta in pazienti
diabetici con placche aterosclerotiche rispetto ai soggetti indenni da lesioni
(32).

Un’analoga associazione & stata altresi descritta nei soggetti
diabetici con precedente infarto miocardico acuto (51).

Uno studio prospettico svolto su 157 soggetti con Diabete Mellito
tipo 1 microalbuminurici e 116 normoalbuminurici, con un follow up medio
di 11,1 anni, ha documentato un’associazione significativa tra
accorciamento dei telomeri e mortalita da tutte le cause; tale valore
predittivo veniva mantenuto anche dopo 'aggiustamento per tutti i fattori di
rischio tradizionali. In questa casistica non erano rilevate differenze tra
soggetti normo e microalbuminurici, sebbene i soggetti microalbuminurici

avessero, come gia noto, un’aumentata mortalita (52).
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2.6 Stress Ossidativo e Diabete

Lo stress ossidativo viene definito come la conseguenza diretta
dellazione dannosa esercitata da quantita abnormemente elevate di
radicali liberi (agenti ossidanti) su cellule, tessuti e macromolecole
biologiche (53).

Esiste infatti un equilibrio molto raffinato tra la produzione e lo
smaltimento dei radicali liberi da parte dei sistemi antiossidanti che,
qualora alterato, concorre al processo di invecchiamento ed €& coinvolto
nella patogenesi di molte patologie, come l'ipertensione arteriosa, il morbo
di Parkinson, la malattia di Alzheimer, le broncopneumopatie cronico-
ostruttive, I'artrite reumatoide, alcuni tipi di tumori ed il diabete.

Nella fisiopatologia del diabete, si ritiene che lo stress ossidativo
svolga un ruolo fondamentale sia nel determinare il deficit funzionale che
la progressiva perdita delle B-cellule (54; 55).

Inoltre &€ ormai dimostrato che liperproduzione di specie reattive
dell'ossigeno (ROS) indotta dall’'iperglicemia e dall’iperlipemia croniche sia
il principale meccanismo attraverso il quale vengono innescate e
successivamente progrediscono le complicanze croniche micro e

macrovascolari del diabete (56; 57).
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2.7 Telomeri ed implicazioni terapeutiche nel Diabete
mellito

La dimostrazione di un ridotto attrito dei telomeri nei soggetti in
buon controllo glicemico (39), sia nel diabete mellito tipo 2 che nel tipo 1,
suggerisce la possibilita di poter rallentare l'invecchiamento cellulare
attraverso il miglioramento dello stato metabolico.

Tale obiettivo pud essere perseguito nel diabete attraverso la
terapia medica oppure, in casi selezionati ove sussista l'indicazione,
attraverso il trapianto di pancreas.

Il trapianto di pancreas, sia esso in forma di trapianto di pancreas
isolato (PTA) o di pancreas combinato al rene (SPK) rappresenta ad oggi
I'unica opzione terapeutica in grado di ristabilire completamente lo stato di
euglicemia e di insulino-indipendenza nei soggetti affetti da diabete mellito
tipo 1 (58)

Attualmente, il trapianto di pancreas isolato (PTA) e quello
combinato di rene e pancreas (SPK), trovano indicazione rispettivamente
nel diabete mellito tipo 1 con complicanze instabili o rapidamente
progressive e nel diabete mellito tipo 1 complicato da insufficienza renale
terminale.

Grazie ai continui progressi ottenuti in ambito chirurgico e medico,
soprattutto al miglioramento degli schemi di terapia immunosoppressiva, i
tassi di sopravvivenza a breve e medio termine sia del soggetto ricevente

che del graft sono significativamente aumentati, cosi da far concentrare
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I'attenzione degli studi sugli effetti a lungo termine del trapianto
sull'organismo del soggetto ricevente e su come preservare al meglio la
funzione dell’organo sostituito.

In merito all’evoluzione delle complicanze croniche del diabete (59),
esistono evidenze che il trapianto di pancreas funzionante possa
stabilizzare o addirittura favorire la regressione sia della nefropatia
diabetica, che della retinopatia e della neuropatia diabetica. E’ inoltre
descritto il recupero della risposta ormonale controregolatoria
allipoglicemia. | dati relativi all'impatto del trapianto di pancreas sulla
patologia  macrovascolare, = sebbene  meno  numerosi, sono
complessivamente favorevoli.

Non esistono ad oggi dati relativi al possibile impatto della
sostituzione della funzione d'organo su parametri biologici di

invecchiamento cellulare e stress ossidativo del soggetto ricevente.
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3. SCOPO DELLO STUDIO

Il nostro scopo & stato quello di valutare I'effetto del trapianto
d’organo (in particolare PTA e SPK) sui piu importanti marcatori di cellular
senescence (lunghezza del telomero ed attivita telomerasica) e stress
ossidativo (nitrotirosina) nei soggetti riceventi trapianto di organo solido,
rispetto a soggetti non trapiantati (affetti da diabete o soggetti di controllo

non diabetici).

4. MATERIALI E METODI

4.1 Pazienti

Per questo studio sono stati valutati 39 pazienti (LISTA TX) che
effettuavano la valutazione per l'inserimento in lista attiva per il trapianto
combinato di rene-pancreas (SPK) o pancreas isolato (PTA), afferenti
allu.0.C Malattie Metaboliche e Diabetologia di Pisa e all’ U.O. di
Chirurgia Generale e Trapianti nell'Uremico e nel Diabetico del’Azienda
Ospedaliero Universitaria Pisana. Oltre a questi soggetti sono stati

reclutati 15 soggetti gia sottoposti a trapianto (TX), 35 soggetti affetti da
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diabete mellito tipo 1 non complicato (T1DM), 18 soggetti affetti da diabete
mellito tipo 2 (T2DM) ed infine 19 controlli sani non diabetici (ND).

Per ogni paziente é stata effettuata la raccolta dei dati anamnestici
ed antropometrici.

Sono stati quindi valutati tutti i parametri di controllo glico-
metabolico e di funzionalitd d’organo pancreatica e renale, mediante
dosaggio di: glicemia, emoglobina glicata, peptide C, creatininemia,
azotemia, colesterolo totale, trigliceridi, colesterolo HDL, colesterolo LDL,
autoanticorpi anti-GADgs e anti-1A,, microalbuminuria.

| soggetti in valutazione per trapianto SPK o PTA (M/F = 25/14)
avevano un’eta media di 44+9 anni, e presentavano una durata di malattia
media di 2619 anni. Dai rilievi antropometrici si segnala un BMI medio di
23,89+3,2 kg/mq.

Per quanto concerne le complicanze microvascolari, il 95% dei
soggetti presentava un quadro di retinopatia diabetica, mentre I'80%
presentava nefropatia diabetica ed il 90% neuropatia diabetica. Nel 28%
dei casi era presente anche una franca compromissione macroangiopatica
(malattia aterosclerotica coronarica o vascolopatia carotidea o arteriopatia
obliterante degli arti inferiori).

La valutazione di questa popolazione al baseline ha mostrato:
glicemia a digiuno 190£109 mg/dl, emoglobina glicata 8.2+1,6 %,

azotemia 127157 mg/dl, creatinina 5,3%+3,6 mg/dl, colesterolo totale
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181147 mg/dl, colesterolo HDL 52+16 mg/dl, colesterolo LDL 99+40 mg/dl,

trigliceridi 163+102 mg/dl.

4.2 Raccolta e Conservazione Campioni Biologici

Per ciascun soggetto é stato raccolto un campione di sangue in una
vacutainer trattata con EDTA o con attivatori della coagulazione (dosaggio
anticorpi). Per la separazione di plasma e siero dalla componente cellulare
i campioni sono stati centrifugati a 2650 xg per 5 minuti a 4°C.

La componente plasmatica e quella sierica sono state utilizzate
immediatamente oppure preservate a — 80°; da tali componenti si &
proceduto alla determinazione della concentrazione del glucosio,
dellemoglobina glicata, degli autoanticorpi anti-GADgs ed anti-lIA;, del
colesterolo totale, dei trigliceridi, del colesterolo HDL ed LDL, della
creatinina, dell’'urea e della nitrotirosina.

Dalla componente cellulare nucleata del sangue si € proceduto
all’estrazione del DNA genomico e alla separazione dei linfomonociti
(laddove non é stato possibile tali campioni sono stati anch’essi preservati
a -80°C).

Da ogni paziente e stato infine ottenuto un campione di urine
fresche del mattino, per la determinazione della microalbuminuria (indice
precoce di nefropatia diabetica nonché riconosciuto marker di danno

endoteliale).
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4.3 Isolamento dei linfomonociti da sangue periferico

I linfomonociti sono stati isolati da sangue periferico in EDTA. La
procedura piu comunemente usata €& la separazione mediante
centrifugazione in gradiente di densita. Per il nostro studio & stata
utilizzata una soluzione, contenente un polimero idrofilico, con densita di
1077 g/ml (Biocoll Separating Solution, Biochrom AG, Berlin, Germany).

Il sangue é stato diluito 1:1 con soluzione fisiologica, per evitare la
formazione di aggregati cellulari, stratificato molto lentamente su gradiente
Biocoll e sottoposto ad una forza centrifuga di 560 xg per 30 minuti a
temperatura ambiente.

Questo passaggio permette la stratificazione delle cellule del
sangue in base alla densita: gli eritrociti raggiungono il fondo della
provetta, i polimorfonucleati si raccolgono in una sottile patina bianca al di
sopra dei globuli rossi, mentre le cellule mononucleate del sangue
periferico (PBMC: periferal blood mononucleated cell) formano un anello
biancastro all'interfaccia tra il plasma e il polimero.

A questo punto i PBMC sono stati prelevati con una pipetta pasteur
e sono stati eseguiti due lavaggi con soluzione fisiologica. Alla
conclusione dell'ultimo lavaggio il pellet & stato risospeso nel terreno di
coltura Miami Medium 1A (Mediatech Inc, CELLGRO, Miami, USA) ed &
stata effettuata la conta cellulare, utilizzando una camera di Burker (60).
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4.4 Dosaggio del C-peptide con metodo I.LR.M.A.

(ImmunoRadioMetric Assay)

II C-peptide € un corto frammento proteico di 31 amminoacidi,
apparentemente privo di funzioni fisiologiche, che viene prodotto nella
fase di maturazione dellinsulina. Nel reticolo endoplasmico, infatti, la
proinsulina viene processata da endopeptidasi che, clivando il C-peptide,
generano la forma matura dellinsulina. Sia l'insulina che il C-peptide
vengono immagazzinati, in concentrazioni equimolari, in granuli secretori
che si accumulano nel citoplasma della B-cellula pancreatica (Figura 5 e
6). La stimolazione della B-cellula determina poi I'esocitosi dei granuli e il
rilascio nella circolazione portale di quantita equivalenti di insulina e C-

peptide (61).
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Figura 5. Struttura del precursore dell'insulina (preproinsuinsulina) con
evidente il C-peptide.
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Figura 6. Meccanismo di rilascio dell’'insulina e del C-peptide nella beta-
cellula pancreatica
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La determinazione della concentrazione di C-peptide pud
completare l'inquadramento nella diagnosi di diabete, indicando la
presenza o meno di una riserva insulinica endogena. Inoltre, nei pazienti
con diabete in terapia insulinica, il dosaggio del C-peptide & I'unico indice
della capacita secretoria residua del pancreas endocrino (62).

Principio del test. Il saggio prevede I'impiego di provette in
polipropilene con il fondo rivestito di anticorpi monoclonali anti-C-peptide.
Dopo l'aggiunta del campione da dosare, il sistema viene completato da
un anticorpo monoclonale tracciante marcato con 1'®. Successivamente
seguono una serie di lavaggi e la rimanente radioattivita legata alla
provetta (radioattivita residua) riflette la concentrazione di analita presente
nel campione. Il sistema pud essere utilizzato per la determinazione
diretta del C-peptide nel siero o nel plasma e prevede I'uso di anticorpi
monoclonali murini, diretti contro due differenti epitopi del C-peptide e,
quindi, non in competizione fra loro.

Metodica. Il kit da noi utilizzato, il C-peptide IRMA Kit (Beckman
Coulter, CA, USA), & dotato di provette sensibilizzate con I'anticorpo
monoclonale anti-C-peptide, di immunoglobuline anti-C-peptide marcate
con 1'®, di calibratori con concentrazioni comprese tra 0 e 6400 pmol/L, di
sieri di controllo e soluzioni di lavaggio. | reattivi sono stati equilibrati a
temperatura ambiente e contemporaneamente il contenuto dei flaconi dei

calibratori e dei controlli € stato ricostituito aggiungendo il volume di acqua
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distillata riportato sull’etichetta. Per quanto riguarda la preparazione della
soluzione di lavaggio & stato sufficiente versare il contenuto del flacone in
950 mL di acqua distillata. E importante diluire con il calibratore zero i
campioni con concentrazioni di C-peptide superiori a quelle corrispondenti
al calibratore con concentrazione piu elevata.

All'interno dei tubi sensibilizzati con I'anticorpo anti-C-peptide sono
stati aggiunti 50 pl dei calibratori, 50 ul dei sieri di controllo o 50 pl dei
campioni. Successivamente, per ogni provetta, incluse quelle non
sensibilizzate e necessarie per la determinazione dell’attivita totale, sono
stati aggiunti 150 pl di anticorpo tracciante e ciascuna € stata incubata,
per 2 ore a temperatura ambiente, in agitazione (280 rpm). Al termine
dellincubazione, & stato aspirato con cura il contenuto di ciascuna
provetta (eccetto i totali) ed & stato eliminato il tracciante in eccesso
tramite due lavaggi consecutivi con 2 mL di tampone detergente. A questo
punto la radioattivita legata e la radioattivita totale é stata letta al gamma-
counter per un tempo di 60 secondi.

Il gamma-counter traccia automaticamente il grafico della curva
standard, ottenuta disponendo i cpmcy - CpMcao (colpi per minuto)
sull’ordinata e la concentrazione dei calibratori (pmol/L) sull’ascissa, sia in
un grafico lineare che in uno semi-logaritmico. La concentrazione del C-

peptide € poi ricavata per interpolazione dalla curva standard.
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4.5 Dosaggio Autoanticorpi Anti-GADgs e Anti-IA,

Il diabete mellito di tipo 1 (T1DM), conosciuto anche come diabete
mellito insulino-dipendente, & causato dalla distruzione cronica ed
autoimmune della componente -cellulare insulino-secernente del
pancreas, probabilmente scatenata dall'esposizione del soggetto,
geneticamente suscettibile, ad agenti ambientali scatenanti. La distruzione
autoimmune delle B-cellule risulta completamente asintomatica finché non
viene perso circa I'80-90% della massa endocrina. Durante la fase
preclinica, questo processo autoimmune é distinto dalla presenza di
anticorpi circolanti diretti contro gli antigeni delle B-cellule. Questi
autoanticorpi sono presenti gia prima della diagnosi di T1DM e prima
ancora della comparsa dei sintomi clinici (63).

Mentre i primi studi hanno utilizzato il test dell'immunofluorescenza
per gli anticorpi anti-isola (ICA), oggi tale metodo (di difficile
standardizzazione) & stato sostituito dalla combinazione di diversi saggi
radioimmunologici atti ad individuare anticorpi diretti contro specifici
antigeni delle B-cellule, come [linsulina (IAA), l'acido glutammico
decarbossilasi (GAD) e la tirosina fosfatasi ICA 512 (1A,).

La tirosina fosfatasi ICA 512 (IA2) € localizzata nei granuli densi
delle beta cellule pancreatiche e condivide una identita di sequenza con
I'antigene 512 delle isole pancreatiche. Questi autoanticorpi sono presenti

nella maggior parte dei soggetti diabetici tipo 1 di nuova diagnosi e nella
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fase pre-clinica della malattia. La presenza di questi autoanticorpi sembra
essere correlata con la rapida progressione del T1DM.

La decarbossilasi dell’acido glutammico (GAD), enzima che
catalizza la conversione del glutammato ad acido-y-amminobutirrico
(GABA), presenta due isoforme di diverso peso molecolare: GADgs (65000
Da) e GADg7 (67000 Da). Gli autoanticorpi GADes nei pazienti diabetici
sono diretti prevalentemente verso epitopi conformazionali e sono presenti
in circa il 70-80% nei pazienti di nuova diagnosi ed € possibile dosarli
ancor prima della comparsa della sintomatologia classica.

La combinazione del test per gli autoanticorpi GADgs e 1A, risulta
importante ai fini della stima del rischio nei bambini e negli adolescenti ed
€ capace di individuare piu del 90% dei soggetti predisposti. (64).

Gli autoanticorpi GADgs sono rilevati anche in un sottogruppo di
pazienti identificati in prima istanza come affetti da diabete mellito tipo 2.
Questi pazienti dal punto di vista clinico presentano spesso una marcata
iperglicemia e richiedono piu o0 meno rapidamente (nel giro di mesi o anni)
l'introduzione di terapia insulinica per il fallimento del trattamento con
ipoglicemizzanti orali. Questi casi sono oggi definiti con I'acronimo LADA
(Latent Autoimmune Diabetes of the Adult). La presenza degli
autoanticorpi GADgs nel siero di questi pazienti rappresenta un marker
sensibile e specifico per la futura condizione di insulino-dipendenza (65).

Dosaggio degli autoanticorpi Anti-lIA,: principio del test. Il

saggio prevede I'impiego di un frammento intracellulare ricombinante della
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proteina 1A, umana marcato con 1'?°. Questo tracciante & in eccesso ed &
specificatamente riconosciuto dagli autoanticorpi 1A, presenti nel
campione. Dopo l'aggiunta della Proteina A (Staphyl. aureus), che
riconosce e lega la porzione Fc degli autoanticorpi, si formano dei
complessi che precipitano sul fondo delle provette, facilitando la
separazione della frazione legata mediante centrifugazione.

Dopo aver rimosso il surnatante (contenente la frazione di
radioligando libera) mediante aspirazione o decantazione, si procede
misurando la radioattivita residua che riflette la concentrazione di
autoanticorpi IA; presenti nel campione.

Metodica. Il kit da noi utilizzato, il CentaAK® anti-IA; (Medipan,
Berlin, Germany), permette di dosare direttamente la concentrazione di
anti-lA; su siero ed & basato sul principio del radioligand assay. Questo kit
é dotato di uno standard anti-IA; (0.1 - 0.75 - 2.0 - 10 - 50 - 365 U/ml), di

sieri di controllo, di un tracciante marcato con 1'%

(frammento
ricombinante della proteina IA;), di una sospensione di Proteina A e di una
soluzione tampone. | reattivi sono stati equilibrati a temperatura ambiente
e contemporaneamente la sospensione di Proteina A e il tracciante sono
stati ricostituiti con volumi opportuni di tampone, usato anche nelle fasi
successive di lavaggio. Successivamente, sono stati trasferiti in una
provetta 20 ul di ciascuno standard, dei sieri di controllo o dei campioni e

sono stati aggiunti in ciascuna, e in quelle necessarie per la

determinazione della radioattivita totale, 50 pl di tracciante. Ogni campione
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e stato poi incubato overnight a 4-8°C. Al termine dell'incubazione, sono
stati aggiunti 50 pl della sospensione della Proteina A e ciascuna provetta
€ stata incubata a temperatura ambiente per 60 minuti. A questo punto &
stato aggiunto 1 ml di tampone e i campioni sono stati centrifugati per 20
minuti a 1500 xg. Infine & stato rimosso completamente il surnatante,
tramite aspirazione o decantazione, e la radioattivita di ciascuna provetta,
inclusi i totali, & stata letta per almeno 60 secondi.

La curva standard, con un range di 0.1-50 U/ml, & stabilita
tracciando la media dei valori del segnale radioattivo (cpm) dei calibratori,
sulle ordinate, e la concentrazione degli autoanticorpi anti-IA;
corrispondente, sull’ascissa. | valori relativi alla concentrazione degli anti-
IA2 nei campioni incogniti e nei sieri di controllo sono stati letti direttamente
in U/ml contro i rispettivi valori cpm.

Dosaggio degli autoanticorpi Anti-GADgs : principio del test. Il
saggio prevede l'impiego di una forma ricombinante dell'isoforma GADes
marcata con 1'®. Questo tracciante & in eccesso ed & specificatamente
riconosciuto dagli autoanticorpi GADes presenti nel campione. Dopo
'aggiunta della Proteina A (Staphyl. aureus), che riconosce e lega la
porzione Fc degli autoanticorpi, si formano dei complessi che precipitano
sul fondo delle provette, facilitando la separazione della frazione legata
mediante centrifugazione. Dopo aver rimosso il surnatante (contenente la

frazione di radioligando libera) mediante aspirazione o decantazione, si
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procede misurando la radioattivita residua che riflette la concentrazione di
autoanticorpi GADes presenti nel campione.

Metodica. Il kit da noi utilizzato, il CentaAK® anti-GADgs (Medipan,
Berlin, Germany), permette di dosare direttamente la concentrazione di
autoanticorpi anti-GADes su siero ed € basato sul principio del radioligand
assay. Questo kit € dotato di uno standard anti-GADegs (0.1- 1.0 - 3.0 - 10 -
30 - 120 U/ml), di sieri di controllo, di un tracciante marcato con |'%
(isoforma ricombinante dellenzima GADegs), di una sospensione di
Proteina A e di una soluzione tampone.

| reattivi sono stati equilibrati a temperatura ambiente e
contemporaneamente la sospensione di Proteina A e il tracciante sono
stati ricostituiti con volumi opportuni di tampone, usato anche nelle fasi
successive di lavaggio.

A questo punto sono stati trasferiti in una provetta 20 pl di ciascuno
standard, dei sieri di controllo o dei campioni e sono stati aggiunti in
ciascuna, incluse quelle necessarie per la determinazione della
radioattivita totale, 50 ul di tracciante. Ogni campione & stato poi incubato
per 120 minuti a temperatura ambiente. Al termine dell'incubazione, sono
stati aggiunti 50 pl della sospensione della Proteina A e ciascuna provetta
€ stata incubata a temperatura ambiente per 60 minuti. Successivamente
e stato aggiunto 1 ml di tampone e i campioni sono stati centrifugati per 20

minuti a 1500 xg. Infine & stato rimosso completamente il surnatante,
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tramite aspirazione o decantazione, e la radioattivita di ciascuna provetta,
inclusi i totali, & stata letta per almeno 60 secondi.

La curva standard, con un range di 0.1-120 U/ml, & stabilita
tracciando la media dei valori del segnale radioattivo (cpm) dei calibratori,
sulle ordinate, e la concentrazione degli autoanticorpi anti-GADgs
corrispondente, sull’ascissa. | valori relativi alla concentrazione degli anti-
GADegs nei campioni incogniti e nei sieri di controllo sono stati letti

direttamente in U/ml contro i rispettivi valori cpm.

4.6 Determinazione della glicemia

Il glucosio € un monosaccaride aldeidico e viene impiegato
dallorganismo come substrato energetico nella glicolisi. L'organismo
umano possiede un sistema omeostatico intrinseco che consente di
mantenere relativamente costante la glicemia durante I'arco della giornata:
nei soggetti sani a digiuno, il valore della glicemia deve essere compreso
fra 60 e 110 mg/dl (66;67). Il tasso glicemico & regolato da complessi
meccanismi sia metabolici che neurormonali, i quali impediscono forti
oscillazioni, ed € mediato principalmente dall'azione di due ormoni:
I'insulina e il glucagone. Alterazioni di questo sistema di regolazione
contribuiscono a provocare condizioni di ipoglicemia (bassi livelli di
glucosio nel sangue) o di iperglicemia (alti livelli di glucosio nel sangue).

Per il prelievo e la preparazione dei campioni € consigliato utilizzare

solo provette o contenitori di raccolta adatti e I'analisi pud essere eseguita
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su siero o su plasma trattato con litio eparina, K,-EDTA o fluoruro. Per il
nostro studio, il sangue venoso € stato prelevato da soggetti a digiuno da
almeno 12 ore utilizzando un sistema di provette sottovuoto. Il campione &
stato centrifugato a 3470 xg per 10 minuti a 4°C, posizionato sul piatto
portaprovette del cobas 6000 c501 (ROCHE, Mannheim, Germany) e
processato.

Principio del test. L’esochinasi (HK), utilizzando ATP, catalizza la
reazione di fosforilazione del glucosio a glucosio-6-fosfato. La glucosio-6-
fosfato deidrogenasi (G-6-PDH), in presenza di NADH, provoca
'ossidazione del glucosio-6-fosfato a gluconato-6-fosfato e la velocita di
formazione del NADPH, durante la reazione, € direttamente proporzionale

alla concentrazione di glucosio e viene misurata fotometricamente (68;69).

Glucosio + ATP L) G-6-P + ADP

G-6-P + NADP* -S8PDH o Gluconato-6-P + NADPH +H*
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| sistemi Roche/Hitachi cobas c effettuano il calcolo automatico della
concentrazione dell’analita di ciascun campione utilizzando il seguente
fattore di conversione:

mmol/L x 18,02 = mg/dL

mmol/L x 0,1802 = g/L

mg/dL x 0,0555 = mmol/L

4.7 Dosaggio del colesterolo totale mediante metodo

enzimatico colorimetrico

Il colesterolo & uno steroide con un gruppo idrossilico secondario
nella posizione C3. E sintetizzato in molti tipi di tessuto, ma principalmente
nel fegato e nella parete intestinale, e deriva per circa tre quarti dalla
sintesi endogena e per un quarto dallassunzione alimentare. La
determinazione del colesterolo viene impiegata nello screening del rischio
aterosclerotico e nella diagnosi e nel trattamento di malattie con valori di
colesterolo elevati, nonché di disturbi a carico del metabolismo lipidico e
lipoproteico. Per il prelievo e la preparazione dei campioni & consigliato
impiegare solo provette o contenitori di raccolta adatti e I'analisi puo
essere eseguita su siero o su plasma trattato con litio eparina o K,-EDTA.
E sconsigliato I'uso di vacutainer trattate con citrato, ossalato o fluoruro e i
campioni contenenti precipitati devono essere centrifugati prima

dell’esecuzione del test (70).
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Per il nostro studio, il sangue venoso € stato prelevato da soggetti a
digiuno da almeno 12 ore utilizzando un sistema di provette sottovuoto. I
campione é stato centrifugato a 3470 xg per 10 minuti a 4°C, posizionato
sul piatto portaprovette del cobas 6000 c501 e processato.

Principio del test. Gli esteri del colesterolo vengono scissi
enzimaticamente per azione della colesterolo esterasi (CE), formando
colesterolo libero e acidi grassi.

Successivamente la colesterolo ossidasi (CHOD) catalizza
l'ossidazione del colesterolo, formando colest-4-en-3-one  (A4-
colestenone) e perossido di idrogeno (H203), che viene misurato mediante
reazione di Trinder (analisi end point). In presenza di perossidasi (POD), il
perossido di idrogeno formatosi influenza sull’accoppiamento ossidativo
del fenolo e del 4-aminofenazone (4-AAP), producendo un colorante
chinoneiminico rosso. L’intensita di colore del prodotto formatosi &
direttamente proporzionale alla concentrazione del colesterolo

determinata misurando 'aumento dell’assorbanza (71;72).
CE
Esteri del colesterolo + H,0 ——> Colesterolo + RCOOH

Colesterolo + O &) Colest-4-en-3-one + H,0,

2 H,0; + 4-AAP + fenolo —22 5 Colorante chinoneiminico + 4H,0
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| sistemi Roche/Hitachi cobas c effettuano il calcolo automatico
della concentrazione dell’analita di ciascun campione utilizzando il
seguente fattore di conversione:

mmol/L x 38,66 = mg/dL
mmol/L x 0,3866 = g/L
mg/dL x 0,0259 = mmol/L

4.8 Dosaggio delle HDL mediante metodo enzimatico
colorimetrico

Le lipoproteine ad alta densita, note anche come HDL (High
Density Lipoprotein), hanno la funzione di rimuovere il colesterolo in
eccesso dai tessuti periferici per trasportarlo al fegato o ai tessuti
steroidogenici, come le ghiandole surrenali o le gonadi. || monitoraggio del
colesterolo HDL nel siero € importante dal punto di vista clinico, dato che
tra la concentrazione di colesterolo HDL ed il rischio di malattie
aterosclerotiche sussiste una correlazione inversa. Concentrazioni elevate
di colesterolo HDL hanno un effetto protettivo contro le cardiopatie
coronariche, mentre una loro diminuzione, soprattutto in associazione ad
un aumento dei trigliceridi, comporta un aumento del rischio di malattie
cardiovascolari (70; 73).

Per il prelievo e la preparazione dei campioni & consigliato
impiegare solo provette o contenitori di raccolta adatti e l'analisi pud

essere eseguita su siero o plasma trattato con litio eparina o K,-EDTA.
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Inoltre, & necessario assicurarsi che i campioni siano privi di precipitati
eliminandoli tramite centrifugazione prima dell’esecuzione del test. Per il
nostro studio, il sangue venoso € stato prelevato da soggetti a digiuno da
almeno 12 ore utilizzando un sistema di provette sottovuoto. Il campione &
stato centrifugato a 3470 xg per 10 minuti a 4°C, posizionato sul piatto
portaprovette del cobas 6000 c501 e processato.

Principio del test. Questo metodo sfrutta enzimi modificati con
polietilenglicole (PEG) e solfato di destrano. La colesterolo esterasi e la
colesterolo ossidasi modificate dal PEG possiedono attivita catalitiche
selettive rispetto alle diverse frazioni lipoproteiche, con una reattivita
crescente: LDL < VLDL = chilomicroni < HDL (74;75).

In presenza di ioni magnesio, il solfato di destrano forma
selettivamente complessi idrosolubili con le LDL, le VLDL e i chilomicroni,
resistenti perd agli enzimi modificati con polietilenglicole. Gli esteri del
colesterolo vengono scissi enzimaticamente per azione della PEG-
colesterolo esterasi in colesterolo HDL libero e acidi grassi. In presenza di
ossigeno, il colesterolo viene ossidato dalla PEG-colesterolo ossidasi a
A*-colestenone e perossido di idrogeno (H,0,). Successivamente, per
azione della perossidasi, il perossido di idrogeno formatosi reagisce con la
4-amminoantipirina e [I'HSDA (sodio N-(2-idrossi-3-solfopropil)-3,5-
dimetossianilina). Questa reazione favorisce la formazione di un prodotto

blu-violetto la cui intensita di colore & direttamente proporzionale alla
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concentrazione di colesterolo HDL e viene misurata fotometricamente

(74).

Esteri del colesterolo HDL + H,0 PEG-colesterolo esterasi > Colesterolo HDL + RCOOH

Colesterolo HDL + 0, PEG-colesterolo ossidasi_ . a4 colestenone + H,0,

perossidasi
,0 PErOsSas

2 H,0;, + 4-amminoantipirina + HSDA + H* + H Pigmento blu-violetto + 5 H,0

| sistemi Roche/Hitachi cobas c effettuano il calcolo automatico
della concentrazione dell’analita di ciascun campione utilizzando il
seguente fattore di conversione:

mmol/L x 38,66 = mg/d
mmol/L x 0,3866 = g/L
mg/dL x 0,0259 = mmol/L

4.9 Valutazione della concentrazione di LDL

Le lipoproteine a bassa densita (LDL, Low Density Lipoprotein)
presentano un nucleo di trigliceridi ed esteri del colesterolo, circondato da
colesterolo libero e apolipoproteina B (apoB), e rappresentano la
rimanenza delle lipoproteine a densita intermedia (IDL) non assorbite dal
fegato. Veicolano tra il 60% e 1'80% del colesterolo sierico presentando
un’elevata affinita per le cellule dell'endotelio arterioso, dove liberano
colesterolo promuovendo la formazione di placche ateromatose. Il valore

del colesterolo LDL non viene stabilito direttamente dalle analisi di
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laboratorio, ma lo si evince dai valori del colesterolo totale, dei trigliceridi e
delle HDL. La formula di Friedewald per calcolare questo valore é:

colesterolo LDL = colesterolo totale — colesterolo HDL - (trigliceridi/5)

4.10 Dosaggio dei trigliceridi mediante metodo enzimatico

colorimetrico

| trigliceridi sono esteri dell’alcol trivalente glicerolo, recanti 3 acidi
grassi a catena lunga. Essi vengono in parte sintetizzati nel fegato e in
parte assorbiti con il cibo. La determinazione dei trigliceridi viene
impiegata per la diagnosi e per il trattamento dei pazienti con diabete
mellito, nefrosi, epatopatie ostruttive, alterazioni del metabolismo lipidico e
con numerose altre malattie endocrine (76; 77).

Per il prelievo e la preparazione dei campioni & consigliato
impiegare solo provette o contenitori di raccolta adatti e I'analisi pud
essere eseguita su siero o plasma trattato con litio eparina o K,-EDTA.
Per il nostro studio, il sangue venoso & stato prelevato da soggetti a
digiuno da almeno 12 ore utilizzando un sistema di provette sottovuoto. I
campione é stato centrifugato a 3470 xg per 10 minuti a 4°C, posizionato
sul piatto portaprovette del cobas 6000 c501 e processato.

Principio del test. Questo metodo utilizza una lipoproteinlipasi
(LPL) per la rapida e completa idrolisi dei trigliceridi in acidi grassi e
glicerolo, che viene fosforilato a glicerolo-3-fosfato ad opera della

glicerolochinasi (GK). Successivamente, la glicerolo-3-fosfato ossidasi
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(GPO) ossida il glicerolo-3-fosfato formando diidrossiacetone fosfato e
perossido di idrogeno (H20;).Per azione dellenzima perossidasi, il
perossido di idrogeno reagisce con il 4-aminofenazone e il 4-clorofenolo e
questa reazione favorisce la formazione di un composto di colore rosso
(analisi end point, reazione a punto finale secondo Trinder), la cui intensita
e direttamente proporzionale alla concentrazione dei trigliceridi presenti

nel campione e pud essere misurata fotometricamente (78).

Trigliceridi + 3 H,0 L Glicerolo + 3 RCOOH

GK
Glicerolo + ATP ——> Glicerolo-3-fosfato + ADP
Mg2+

Glicerolo-3-fosfato + 0, &) Diidrossiacetone fosfato + H,0,

H,0, + 4-aminofenazone + 4-clorofenolo —2E2SS19351 s ¢omoosto rosso + 2 H,0 + HCI

| sistemi Roche/Hitachi cobas c effettuano il calcolo automatico
della concentrazione dell’analita di ciascun campione utilizzando il
seguente fattore di conversione:

mmol/L x 88,5 = mg/dL
mg/dl x 0,0113 = mmol/L
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4.11 Dosaggio della creatinina mediante reazione

cinetica di Jaffé con tampone e senza deproteinizzazione

La creatinina viene sintetizzata per via endogena a partire da
creatina e creatinfosfato. La determinazione della creatinina e la clearance
urinaria sono usate per il monitoraggio di malattie renali acute e croniche e
per il monitoraggio della dialisi renale. La creatinina sierica € un prodotto
di rifiuto della deidratazione spontanea della creatina fisiologica (79). Gran
parte della creatina dell’organismo si trova nel tessuto muscolare, dove
compare come creatinfosfato e funge da riserva ad alta energia per la
conversione dellADP (adenosina difosfato) in ATP (adenosina trifosfato).
La velocita di formazione della creatinina &€ abbastanza costante: ogni 24
ore I'1-2% della creatina corporea viene convertita in creatinina (80). |
livelli sierici di creatinina e urea risultano elevati in pazienti affetti da
nefropatie, specialmente in caso di diminuita filtrazione glomerulare. Negli
stadi iniziali del danno renale, in genere, 'aumento dei livelli di urea nel
siero precorre 'aumento della creatinina nello stesso materiale biologico.
Questo & principalmente attribuito al fatto che i livelli di creatinina nel siero
tendono a mantenersi costanti e non sono condizionati dai fattori che,
invece, influenzano i livelli sierici di urea (alimentazione, grado di
idratazione e metabolismo proteico).

Per il prelievo e la preparazione dei campioni € consigliato utilizzare

solo provette o contenitori di raccolta adatti; 'analisi pud essere eseguita
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su siero o plasma trattato con litio eparina o K,-EDTA e i campioni
contenenti precipitati devono essere centrifugati prima dell’esecuzione del
test. Per il nostro studio, il sangue venoso € stato prelevato da soggetti a
digiuno da almeno 12 ore utilizzando un sistema di provette sottovuoto. I
campione & stato centrifugato a 3470 xg per 10 minuti a 4°C, posizionato
sul piatto portaprovette del cobas 6000 c501 e processato.

Principio del test. In soluzione alcalina, la creatinina reagisce con
il picrato (acido picrico), formando un prodotto di colore giallo-rosso. La
velocita di formazione del prodotto colorato (l'intensita del colore) é
direttamente proporzionale alla concentrazione di creatinina e viene
misurata fotometricamente (81;82). | campioni di siero o plasma
contengono proteine che nel metodo di Jaffé reagiscono in maniera non
specifica quindi, per ottenere valori accurati, € necessario correggere i

risultati sottraendo dai valori ottenuti 26 pmol/L (0,3 mg/dL).

pH alcalino

Creatinina + acido picrico > Complesso giallo-rosso

| sistemi Roche/Hitachi cobas c effettuano il calcolo automatico della
concentrazione dell’analita di ciascun campione utilizzando il fattore di
conversione:

pgmol/L x 0,0113 = mg/dL
pmol/L x 0,001 = mmol/L

49



4.12 Dosaggio dell’'urea mediante test cinetico con

ureasi e glutammato deidrogenasi

L’'urea € il principale prodotto finale del metabolismo dell'azoto
proteico e viene sintetizzata a livello epatico nel ciclo dell’urea a partire
dallammoniaca, ottenuta per deaminazione degli aminoacidi. L’urea viene
escreta soprattutto dai reni, ma in minima parte viene eliminata anche nel
sudore o degradata nell'intestino per azione batterica. La determinazione
dell'urea, assieme alla creatinina, viene usata nella diagnosi differenziale
dell’iperuremia prerenale, renale e postrenale. Aumenti transitori possono
verificarsi anche in caso di elevata assunzione proteica (79).

Per il prelievo e la preparazione dei campioni € consigliato utilizzare
solo provette o contenitori di raccolta adatti e I'analisi pu0 essere eseguita
su siero o plasma trattato con litio eparina o Ko-EDTA. E sconsigliato I'uso
di vacutainer trattate con ammonio eparina ed € necessario assicurarsi
che i campioni siano privi di precipitati, eliminandoli tramite centrifugazione
prima dell’esecuzione del test.

Per il nostro studio, il sangue venoso € stato prelevato da soggetti a
digiuno da almeno 12 ore utilizzando un sistema di provette sottovuoto. Il
campione & stato centrifugato a 3470 xg per 10 minuti a 4°C, posizionato
sul piatto portaprovette del cobas 6000 c501 e processato.

Principio del test. L'urea viene idrolizzata dall’enzima ureasi ad

ammonio (NH4*) e carbonato (COs*). Nella reazione successiva, il 2-
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chetoglutarato reagisce con I'ammonio formando L-glutammato in
presenza dell’enzima glutammato deidrogenasi (GLDH) e del coenzima
NADH. In questa reazione, per ogni mole di urea idrolizzata due moli di
NADH vengono ossidate a NAD®. La velocita di decremento della
concentrazione di NADH & direttamente proporzionale alla concentrazione

di urea nel campione e viene misurata fotometricamente (83).

Urea + 2H,0 _Yreasi o 2 NH,* + €O

NH;* + 2-chetoglutarato + NADH ﬂ) L-glutammato + NAD* +H,0

| sistemi Roche/Hitachi cobas c effettuano il calcolo automatico
della concentrazione dell’analita di ciascun campione utilizzando il
seguente fattore di conversione:

mmol/L x 6,006 = mg/dL

mmol/L x 0,06006 = g/L

4.13 Determinazione della microalbuminuria mediante

metodo colorimetrico

L'albumina & una proteina sierica con una massa molecolare di
68500 Da e rappresenta il 50-60% delle proteine totali. E essenziale per la

regolazione ed il mantenimento della pressione oncotica, ovvero la
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pressione osmotica necessaria per la corretta distribuzione dei liquidi
corporei tra il compartimento vascolare e i tessuti.

Il significato fisiologico di questa proteina non €&, pero, limitato solo
al mantenimento dell'equilibrio idrico: essa, infatti, svolge un rilevante
ruolo nel trasporto, attraverso il circolo sanguigno, di molecole di grande
importanza funzionale che lega rendendole solubili nel siero (acidi grassi,
ormoni, farmaci, etc) (84). La molecola dell'albumina & carica
negativamente, come la membrana del glomerulo renale, e la repulsione
elettrostatica ne impedisce normalmente il passaggio nell'urina, limitato
anche dall’elevata massa molecolare. Infatti, proteine con una massa
relativa superiore a 40000 Dalton vengono trattenute quasi
completamente nei capillari glomerulari. Nelle sindromi nefrosiche,
caratterizzate da una alterata permeabilita della barriera di filtrazione
glomerulare, questa proprieta viene persa e si osserva la comparsa di
albumina nelle urine con concentrazioni superiori ai valori di riferimento
(normoalbuminuria < 30 mg/L). La determinazione quantitativa
dell’albumina escreta con le urine viene pertanto impiegata per la diagnosi
e la valutazione della funzionalitd d’organo in caso di malattie renali (85).
Per il prelievo e la conservazione dei campioni € consigliato utilizzare solo
provette o contenitori di raccolta adatti e il dosaggio € eseguito su un
campione di urina del mattino. Per il nostro studio, ciascun campione &
stato centrifugato a 1952 xg per 10 minuti a 4°C, posizionato sul piatto

portaprovette del cobas 6000 c501 e processato.
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Principio del test. A pH 4.1 l'albumina presenta un carattere
sufficientemente cationico per potersi legarsi al verde di bromocresolo
(BCG), un cromogeno anionico, e tale reazione determina la formazione di
un composto colorato blu-verde. L’intensita del colore, direttamente
proporzionale alla concentrazione di albumina nel campione, viene

misurata fotometricamente (86).

Albumina + BCG —PH41 5 complesso albumina-BCG

| sistemi Roche/Hitachi cobas c effettuano il calcolo automatico
della concentrazione dell’analita di ciascun campione utilizzando il
seguente fattore di conversione:

mg/L x 0,1 = mg/dL
mg/L x 0,001 = g/L

4.14 Dosaggio dell’Hb glicata con metodica elettiva in
HPLC (cromatografia liquida ad alta pressione)

L'emoglobina (Hb) & un’oloproteina tetramerica solubile di circa
64.000 Dalton costituita da due paia di catene polipeptidiche (globine a e
B) uguali fra loro; a ciascuna di queste catene & attaccato un gruppo
chimico, denominato eme, composto da un anello tetrapirrolico

(protoporfirina IX) e da atomi di ferro in forma di ioni bivalenti.
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L’emoglobina & una cromoproteina di colore rosso ed & localizzata
all'interno degli eritrociti e svolge nell'organismo funzioni vitali, la piu
importante delle quali consiste nel trasporto dell'ossigeno e del biossido di
carbonio nel sangue. Comprende numerose sottofrazioni e derivati diversi
e, in questo gruppo eterogeneo, 'HbA1c € una delle emoglobine glicate,
una sottofrazione formata dall’aggregazione di vari zuccheri alla molecola
Hb. L’HbA1c si forma in due fasi, attraverso la reazione non enzimatica
del glucosio con I'amminogruppo N-terminale della catena 3 dell’ HbA (Hb
dell’adulto normale). La prima fase é reversibile e rilascia HbA1c labile che
si riorganizza, in una seconda fase della reazione, formando HbA1c
stabile.

Negli eritrociti la quantita relativa di HbA convertita in HbA1c stabile
aumenta con la concentrazione media di glucosio nel sangue. Tuttavia la
conversione in HbA1c stabile € limitata dall’emivita dell’eritrocita di circa
100-120 giorni. Di conseguenza, I'HbA1c riflette il livello medio del
glucosio ematico durante i 2-3 mesi precedenti e il suo dosaggio & da piu
di vent’anni il gold-standard per la valutazione del controllo glicemico nei
soggetti diabetici (87; 88). Inoltre valori di HbA1c = 6,5%, se confermati in
almeno due occasioni successive, permettono di porre diagnosi di diabete
(89).

La cromatografia liquida ad alta pressione (High Pressure Liquid
Chromatography), piu semplicemente nota con I'acronimo inglese HPLC,

€ una tecnica cromatografica che permette di separare due o piu composti
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presenti in un solvente, sfruttando I'equilibrio di affinita tra una "fase
stazionaria" posta all'interno della colonna cromatografica e una "fase
mobile" che fluisce attraverso essa. Alla fine della colonna & applicato un
rilevatore (spettrofluorimetrico, spettrometro di massa etc) e un calcolatore
che permettono di quantificare e/o identificare i composti presenti nel
solvente (90).

Lo strumento utilizzato € il Tosoh G7, un analizzatore compatto e
veloce, progettato per la misurazione di HbA1c nelle analisi di routine. Il
Tosoh G7 utilizza un sistema analitico totalmente automatizzato basato
sul metodo HPLC e la separazione dellHbA1c é ottenuta sfruttando il

principio alla base della cromatografia a scambio ionico.

Figura 7. Analizzatore automatico per cromatografia liquida ad alta
prestazione Tosoh G7

.,-rv.r'vu'v
H"l |l‘
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In particolare viene utilizzata una colonna cromatografica a scambio
cationico rivestita da una speciale resina contenente gruppi carichi
negativamente, che attraggono molecole di carica opposta. La fase mobile
€ costituita da tre eluenti, soluzioni tampone con differente concentrazione
salina, e l'eluizione pud avvenire aumentando la forza ionica e/o il pH.
Questo € reso possibile dal fatto che i sali competono con 'emoglobina
per il legame alla resina, mentre un incremento del pH provoca il distacco
di specie emoglobiniche dotate di punti isoelettrici differenti. L’emoglobina
glicata presenta un punto isoelettrico leggermente inferiore a quello
dell’HbA, in quanto la carica positiva del gruppo amminico terminale della
catena B & mascherata dal legame con il glucosio. Questo fa si che
'emoglobina glicata venga eluita prima del’HbA.

Al termine dell’analisi sono stati esaminati i cromatogrammi ottenuti,
in cui si distinguono picchi caratteristici delle diverse specie
emoglobiniche, e la frazione di HbA1c & stata espressa come valore

percentuale rispetto alla frazione di emoglobina totale.

4.15 Formula leucocitaria

La formula leucocitaria esprime la percentuale relativa di una
specifica popolazione di leucociti (basofili, eosinofili, linfociti, monociti e
neutrofili) presente in un campione di sangue periferico. Normalmente, la
formula viene effettuata dal sistema per ematologia SYSMEX SF3000, ma

se lo strumento riscontra anomalie si procede con la lettura al microscopio
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e il conteggio viene effettuato su strisci di sangue colorato con il metodo di
May-Grunwald e Giemsa. In condizioni normali i leucociti circolanti sono
costituiti in massima parte da granulociti neutrofili (40-75%) e da linfociti
(20-50%), mentre gli altri elementi sono presenti in percentuale molto
bassa (monociti 2-13%, granulociti eosinofili fino al 7%, granulociti basofili
0-1%). La formula leucocitaria & stata estrapolata dai valori ottenuti con
'esame emocromocitometrico, eseguito su un campione di sangue

venoso raccolto in vacutainer trattate con eparina o EDTA.

4.16 Isolamento del DNA genomico da sangue intero

Principio di funzionamento. Il kit utlizzato per il nostro studio, il
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, WI, USA), permette una
rapida ed efficiente purificazione del DNA genomico dalle cellule nucleate
di sangue trattato con EDTA, eparina o citrato. Il primo passo nella
procedura di purificazione e isolamento del DNA genomico prevede la lisi
delle membrane cellulari e nucleari, ed implica per prima, la lisi delle
cellule eritrocitarie seguita poi dalla lisi cellulare dei leucociti e dei loro
nuclei. A questo fa seguito I'aggiunta di RNasi che favorisce la digestione
dellRNA e una fase di precipitazione salina che facilita la precipitazione e
rimozione delle proteine cellulari. Questo passaggio non altera gli acidi
nucleici che vengono recuperati, dopo centrifugazione, in soluzione

acquosa. Il DNA genomico viene successivamente concentrato, mediante
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precipitazione con isopropanolo, e ripulito dai sali attraverso un
trattamento con etanolo al 70%.

Metodo. Per prima sono stati aggiunti 300 pl di sangue in
un’eppendorf da 1,5 mL contenente 900 ul di Cell Lysis Solution; i
campioni sono stati poi agitati gentilmente per inversione e incubati a
temperatura ambiente (RT) per 10 minuti. Questo passaggio garantisce la
lisi delle cellule eritrocitarie ed & ottimizzato invertendo 2-3 volte i
campioni. Al termine dell'incubazione i campioni sono stati passati al
vortex per almeno 15 secondi e centrifugati a 13000-16000 xg per 20
secondi a RT. A questo punto il surnatante & stato rimosso e scartato con
cura, facendo attenzione a non perdere il pellet bianco. Per campioni di
sangue congelati & necessario ripetere questo passaggio finché il pellet
non appare bianco. Successivamente, le cellule nucleate sono state
risospese passando al vortex i campioni per almeno 10-15 secondi e la lisi
delle membrane cellulari e nucleari dei leucociti & stata ottenuta
aggiungendo 300 ul di Nuclei Lysis Solution. Qualora fossero ancora
visibili degli ammassi cellulari &€ consigliato incubare i campioni per almeno
60 minuti a 37°C, cosi da favorire la loro completa dissoluzione. A questo
punto sono stati aggiunti 1,5 yl di RNase solution al lisato nucleare, i
campioni sono stati agitati per inversione e incubati a 37°C per 15 minuti.
Al termine dellincubazione, ai campioni equilibrati a temperatura
ambiente, sono stati aggiunti 100 ul di Protein Precipitation Solution. Dopo

un passaggio al vortex di 10-20 secondi e dopo aver centrifugato a 13000-
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16000 xg per 3 minuti, la precipitazione delle proteine é risultata visibile
come un pellet di colore marrone sul fondo della provetta. Gli acidi nucleici
presenti in soluzione acquosa (surnatante), sono stati poi recuperati e
trasferiti in un’eppendorf contenente 300 pl di isopropanolo a RT, che ne
ha facilitato la precipitazione. Successivamente, ciascuna eppendorf &
stata capovolta finché non & risultata visibile una massa bianca (il
‘gomitolo” di DNA), precipitata sul fondo della provetta dopo
centrifugazione a 13000-16000 xg per 60 secondi. Dopo aver rimosso e
scartato il surnatante, tramite aspirazione o decantazione, sono stati
aggiunti 500 pl di etanolo al 70% a RT e i campioni sono stati centrifugati
a 13000-16000 x g per 3 minuti. Questo passaggio favorisce la rimozione
e il lavaggio del pellet di DNA dall’eccesso di sali precipitati. A questo
punto & stato rimosso e scartato I'eccesso di etanolo e il pellet & stato
lasciato ad asciugare a RT per 10-15 minuti. Infine il DNA é stato
reidratato aggiungendo 100 pl di DNA Rehydratation Solution e incubato

overnight a 4°C e stoccato a -20°C.

4.17 Isolamento del’RNA totale da linfomonociti

Principio di funzionamento. Gli RNA Mini kit garantiscono
I'estrazione di RNA totale utilizzando colonnine da centrifuga, che
permettono di ottenere RNA intatto e ad alta purezza. Dopo lisi cellulare,
una colonnina di filtrazione facilita l'isolamento dellRNA totale e la

rimozione di gran parte del DNA genomico. L’aggiunta di DNasi, per la
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totale eliminazione del DNA genomico, viene effettuata a discrezione
dell’operatore (91).

Principio del test. Il kit utilizzato per il nostro studio, il QlIAamp
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, CA, USA), permette I'isolamento del’RNA in
modo semplice e veloce. La membrana QIAamp assicura il recupero di
RNA estremamente puro e intatto, garantendone un uso affidabile nel
settore delle tecnologie di amplificazione. L’'RNA pud essere isolato da
plasma (trattato con anticoagulanti diversi dall’eparina), siero, linfociti e
altri fluidi corporei cell-free.

Il carrier-RNA, aggiunto al buffer AVL, migliora il legame del’RNA
alla membrana di silice QlAamp, mentre le condizioni saline ed il pH
assicurano che proteine e altri contaminanti, che potrebbero inibire le
reazioni enzimatiche a valle, non vengano trattenute sulla colonnina.
Eventuali agenti inquinanti residui sono eliminati, in modo efficiente,
usando due differenti tamponi di lavaggio, AW1 e AW2, che migliorano
significativamente la purezza del’RNA eluito. Inoltre, I'uso del buffer AVE
(acqua RNasi-free e sodio azide 0,04%) impedisce la crescita microbica e
'eventuale contaminazione con RNasi, favorendo allo stesso tempo
I'eluizione del’RNA totale legato alla colonnina.

Metodo. Per I'esecuzione del protocollo sono stati utilizzati materiali
e soluzioni RNA-free cosi da evitare possibili contaminazioni del
campione. Il primo passaggio del protocollo € servito a preparare la

soluzione di buffer AVL-carrier RNA necessaria per I'estrazione del’lRNA
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totale da 140 pl di soluzione contenente linfomonociti (=5x10° cellule) e
ottenuta mediante I'aggiunta al buffer AVL di un volume di carrier RNA-
buffer AVE contenente 5,6 pg di carrier. Per prima sono stati trasferiti 140
gl di campione in una eppendorf contenente 560 pl di buffer AVL-carrier
RNA, ciascun campione € stato passato al vortex per almeno 15 secondi e
incubato a RT per 10 minuti. Agenti potenzialmente infettivi ed RNasi
vengono inattivati nel buffer AVL, mentre l'aggiunta del carrier-RNA
garantisce I'isolamento di acidi nucleici integri. Al termine dell'incubazione
i campioni sono stati centrifugati a 6000 xg (8000 rpm) per 30 secondi.
Successivamente € stato scartato il surnatante, sono stati aggiunti 560 pl
di etanolo freddo (96-100%) e ciascuno campione € stato passato al
vortex per 15 secondi. A questo punto 630 pl della soluzione ottenuta &
stata trasferita su colonnina e centrifugata a 6000 xg (8000 rpm) per 60
secondi; dopo aver scartato I'eluato, la colonnina & stata inserita in un
nuovo tubo da 2 mL e l'intero passaggio € stato ripetuto un’ulteriore volta.
Eventuali agenti inquinanti residui sono stati eliminati mediante due
successive fasi di lavaggio che hanno previsto tempi e velocita di
centrifugazione differenti. Per prima, sono stati aggiunti alla colonnina 500
gl di tampone detergente AW1 e di seguito i campioni sono stati
centrifugati a 6000 x g (8000 rpm) per 60 secondi. A questo punto, dopo
aver scartato I'eluato, sono stati aggiunti 500 pl di tampone detergente
AW?2, ciascuna colonnina & stata centrifugata a 15700 x g (13000 rpm) per

4 minuti e trasferita in un’eppendorf da 1,5 mL. Infine sono stati aggiunti
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40 pl di buffer AVE, i campioni sono stati centrifugati a 6000 x g (8000
rom) per 2 minuti e l'eluato recuperato €& stato quantificato allo
spettrofotometro (Lambda Bio 20, Perkin Elmer, MA, Usa ). Poiché la
molecola dellRNA, pur conservandola a -20°C, si degrada molto
rapidamente (2-3 giorni), € necessario precipitare I'RNA totale con 0,1
volumi di Acetato di Sodio 2 M e 2 volumi di Etanolo puro freddo. Questa
procedura permette di conservare il campione a —20°C per lunghi periodi

di tempo.

4.18 Quantificazione allo spettrofotometro degli acidi

nucleici

Principio del saggio. Le basi puriniche e pirimidiniche sono
caratterizzate dalla capacita di assorbire le radiazioni U.V. con lunghezza
d'onda di 260 nm. L'assorbimento a 280 nm e tipico dei residui
amminoacidici aromatici e di eventuali proteine contaminanti. Per tale
motivo la purezza di un campione €& considerata accettabile quando il
valore del rapporto fra l'assorbanza a 260 nm e l'assorbanza a 280 nm &
compreso fra 1,65 e 2,5. Per la quantificazione del’lRNA totale o del DNA
genomico € fondamentale che la fase di eliminazione dal campione del
DNA o dellRNA venga eseguita nella maniera piu accurata possibile, cosi
da non alterare l'assorbanza della soluzione e causare errori di

quantificazione.
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Metodica. Per eseguire la quantificazione & stata rilevata
I'assorbanza di 5 pl di estratto diluiti in 995 ul di H,O deionizzata posti in
una cuvetta di quarzo. Lo strumento (Lambda Bio 20, Perkin Elmer, MA,
Usa) & stato programmato di modo tale da fornire la concentrazione

(ug/ml) degli acidi nucleici.

4.19 Retrotrascrizione (RT) del’RNA totale estratto

Principio di funzionamento. La retrotrascrizione produce
molecole di DNA complementari a tutti gli mRNA presenti nel campione.
La reazione avviene grazie all'enzima frascrittasi inversa, che sintetizza
una catena di DNA complementare ad uno stampo di mRNA, utilizzando i
quattro desossiribonucleotidi trifosfato (ANTP) ed un primer, una breve
molecola che si appaia all'estremita 3', necessario per avviare la reazione.
Un valido primer per la trascrittasi inversa puo essere un oligo dT, poiché
I'estremita 3' del'mRNA & dotata di una coda di poli(A).

Metodica. Il kit di retrotrascrizione da noi utilizzato (iScript™ cDNA
Synthesis Kit, Bio-Rad, CA, USA) &€ composto da una miscela di reazione
5x iScript reaction mix (miscela dei quattro dNTP 25 mM), dall'enzima
trascrittasi inversa iScript reverse trascriptase e da H,O nuclease-free. Per
prima & stata preparata una miscela con 4 pl di 5x iScript reaction mix, 1 pl
di iScript reverse transcriptase, 1 ug di RNA totale, portata a volume con
H.O RNAse-free. La soluzione €& stata poi incubata in un ciclizzatore

(GeneAmp PCR System 2400, PerkinElmer, MA, USA) per 5 minuti a
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25°C e per 30 minuti a 42°C e l'attivita della polimerasi € stata inibita
innalzando la temperatura della soluzione a 85°C per 5 minuti. L'alta
temperatura & servita anche per separare le catene di cDNA di nuova
sintesi dalle catene di RNA complementari. | campioni sono stati utilizzati

subito per la PCR o stoccati a -20°C.

4.20 Real-Time PCR

Principi generali. La Reazione a Catena della Polimerasi (PCR-
Polymerase Chain Reaction) rappresenta una delle tecniche di biologia
molecolare piu diffusamente utilizzate nei laboratori di ricerca e di
diagnostica. Nata nel 1983 da un idea di Kary Mullis, per anni & stata
disponibile solamente nella sua forma originale che, seppur rivoluzionaria
e geniale, consente la rapida amplificazione di un segmento di DNA in
studio ma non la sua quantificazione. Da alcuni anni & stato possibile
superare tale limite grazie all’'introduzione di una variante della tecnica di
base, oggi nota come Real Time PCR. Questa tecnica permette di
quantificare le molecole di DNA in maniera straordinariamente semplice e
precisa a partire da poche molecole di DNA. Questa tecnica basa sulla
possibilita di misurare 'accumulo dei prodotti di PCR in tempo reale
durante tutti cicli della reazione. Grazie al suo elevato “range” di
quantificazione e all’alto grado di sensibilita, la real-time PCR ¢ la tecnica

di quantificazione del DNA piu usata in medicina molecolare, nelle
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biotecnologie, microbiologia e diagnostica. || metodo “Gold standard”
utilizzato in real-time PCR & il metodo Ct che si basa sulla definizione di
un livello di fluorescenza soglia scelto dall’operatore in maniera tale da
intersecare le curve di tutti i campioni nella fase esponenziale. Il valore Ct
rappresenta il ciclo frazionario della reazione di amplificazione in cui il
segnale della fluorescenza del campione interseca il valore soglia (92). |
metodi piu comunemente utilizzati per la quantificazione prevedono l'uso
di coloranti fluorescenti che si intercalano nella molecola del DNA a
doppio-filamento (Sybr Green) o sonde specifiche rivelatrici di
fluorescenza (TagMan).

La Real-Time PCR TagMan utilizza sonde rivelatrici di fluorescenza
capaci di accrescere significativamente la specificita di amplificazione. La
valutazione quantitativa dell’acido nucleico € quindi affidata alla
rivelazione e alla conseguente quantificazione di un "reporter"
fluorescente, il cui segnale cresce in maniera proporzionale alla quantita
del prodotto di PCR presente. A tal proposito viene disegnata una sonda
gene-specifica, generalmente lunga 20-30 paia di basi, capace di
appaiarsi all'interno della sequenza riconosciuta dalla coppia di primer
utilizzata (Figura 8). Tale sonda contiene due fluorocromi: FAM (6-
carboxy-fluorescein) o VIC come reporter fluorescente legato
covalentemente all'estremita 5 e TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-
rhodamine) come quencher fluorescente legato covalentemente

all’estremita 3’, capace di assorbire nello spettro di emissione del reporter
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(Figura 8). Finché la sonda é integra, la vicinanza tra quencher e reporter

annulla I'emissione del segnale di fluorescenza.

Figura 8. Appaiamento tra sonda TagMan e il filamento DNA stampo

5' sondaTagMan

primer

DNA stampo 5'

Replicando lo stampo, la Tag DNA polimerasi incontra la sonda e
comincia a degradarla grazie alla sua attivita 5'-esonucleasica.
L’allontanamento del reporter dal quencher pone fine allattivita di
assorbimento di quest'ultimo e fa si che il reporter inizi ad emettere
fluorescenza (Figura 9). L’incremento di fluorescenza osservato é

proporzionale alla quantita di prodotto di PCR presente. La possibilita di
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utilizzare vari tipi di fluorocromi per marcare sonde diverse consente di
rilevare contemporaneamente piu di una sequenza target in una sola

reazione, realizzando cosi una reazione in multiplex.

Figura 9. Emissione di fluorescenza del reporter
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Il Sybr Green invece & una molecola fluorescente e si lega, in modo
aspecifico, al solco minore del DNA a doppio filamento (dsDNA). Il
complesso DNA-colorante assorbe luce blu ad una lunghezza d’onda max
di 488 nm ed emette luce verde a una lunghezza d’onda maggiore (Amax
= 522 nm). All'inizio del processo di amplificazione, la miscela di reazione

contiene DNA denaturato, primers e molecole fluorescenti Sybr Green
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(Figura 10 A). Dopo I'annealing dei primers, solo poche molecole di Sybr
Green si legano al dsDNA ed iniziano ad emettere fluorescenza. Durante
la fase di sintesi gli ampliconi prodotti generano un segnale molto intenso
e lincremento di fluorescenza emessa € proporzionale al numero di

molecole di fluoroforo intercalate nel dsDNA (Figura 10 B).

Figura 10. Fase iniziale di amplificazione (A) e di sintesi con emissione di
fluorescenza (B)

SYBR Green

1 2%
)

eV

Polymerase

68



4.21 Valutazione delle estremita telomeriche mediante
multiplex Real-Time QPCR

Concetti generali. La valutazione delle estremita telomeriche &
stata realizzata mediante multiplex Real-Time QPCR (Quantitative
Polymerase Chain Reaction) e normalizzata per il numero di ripetizioni di
un gene a singola copia (93; 94; 95; 96).

Questo sistema ha permesso di determinare contemporaneamente
il numero relativo di copie di due differenti sequenze sfruttando un singolo
fluoroforo intercalante del DNA, il Sybr Green.

La molecola del Sybr Green, legandosi a dsDNA, consente di
acquisire il segnale fluorescente emesso dagli ampliconi dei telomeri e
dagli ampliconi dell’albumina, usata come riferimento. La lunghezza
relativa media dei telomeri viene poi espressa come rapporto T/A, dove T
rappresenta il numero di copie delle ripetizioni telomeriche sintetizzate ed
A il numero di copie di albumina amplificate.

Il segnale fluorescente relativo alla sequenza target piu abbondante
(telomeri) viene acquisito nei primissimi cicli di amplificazione, quando il
segnale della sequenza target meno abbondante (albumina) € ancora ad
un livello basale. L'acquisizione di quest'ultimo avviene, invece, ad una
temperatura ben al di sopra della temperatura di melting (Tm) del primo
amplicone, in corrispondenza della quale & ormai completamente

denaturato e a singolo filamento.
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Questo metodo possiede tuttavia lo svantaggio di generare segnali
non specifici, a causa delle proprieta di legame del Sybr Green,
generando falsi positivi. Pertanto la specificita della reazione &
determinata analizzando una curva di melting (curva di dissociazione),
specifica per ciascun amplicone prodotto, inserita al termine della reazione

di PCR.

Sintesi di primer specifici delle estremita telomeriche. La
lunghezza media relativa dei telomeri pud essere stimata mediante QPCR
per mezzo di primer (Telg e Telc) capaci di ibridare lungo le ripetizioni
esameriche presenti alle estremita telomeriche. In Tabella 1 & riportata la
coppia di primer utilizzata nel nostro studio, sintetizzata sulla sequenza
descritta nel lavoro di Cawthon e capace di generare un prodotto di

lunghezza fissa pari a 79 bp (93).

Primer Sequenza 5’'—3’
Telg ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT
Telc TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA

Tabella 1. Coppia di primers utilizzata nella multiplex QPCR per la
valutazione delle estremita telomeriche
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Solo il primer Telg & capace di innescare la reazione di sintesi lungo
la sequenza nativa del DNA telomerico. Il primer Telc, invece, non € in
grado di fornire alla polimerasi I'innesco 3’-OH necessario per la reazione
di polimerizzazione, a causa di un mismatch in corrispondenza della prima
base all’estremita 3’ (Figura 11 A); tuttavia il primer Telc & capace di
ibridare lungo vari tratti del prodotto di estensione del primer Telg (Figura
11 B). Quando il prodotto di sintesi di Telg ibrida con la sequenza del
primer Telc, la perfetta sovrapposizione all’estremita 3’ rappresenta I'unica
conformazione in grado di fornire un innesco per la sintesi del DNA

(Figura 11 B) e capace di generare un prodotto di lunghezza fissa.

Figura 11. Schema di appaiamento dei primer Telc e Telg (A,B)
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A questo prodotto di sintesi (amplicone) corrisponde una curva di
melting coerente con le caratteristiche del prodotto generato e ben

separabile dalla curva di melting specifica degli ampliconi dell’albumina.

Sintesi di primer specifici per il gene di riferimento a singola
copia. Anche in questo in caso i primer specifici per I'albumina sono stati
opportunamente disegnati per assicurare prodotti corti di PCR (98 bp) e
sintetizzati sulla sequenza descritta nel lavoro di Cawthon (93). Inoltre, ad
entrambe I'estremita 5’ dei primers sono state inserite delle sequenze tag
ricche in CG (Tabella 2) che conferiscono ai prodotti amplificati una Tm

superiore a quella degli ampliconi dei telomeri.

Primer Sequenza 5’'—3’

Albu cggcggcgggcggcgeggectgggcggc AAATGCTGCACAGAATCCTTG

Albd gceecggeecgeegegeeegteecgccgGAAAAGCATGGTCGCCTGTT

Tabella 2. Coppia di primers utilizzata nella multiplex QPCR per la
valutazione del gene a singola copia (albumina). Le ripetizioni GC (in
grigio) rappresentano le sequenze tag inserite all’estremita 5’ dei primers.

Il segnale fluorescente emesso dagli ampliconi dell’albumina é,

infatti, acquisito ad una temperatura piuttosto elevata (88°C), che
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favorisce la denaturazione degli ampliconi dei telomeri annullandone
'emissione di fluorescenza, assicurando allo stesso tempo sia
I'appaiamento dei primer per il gene a singola copia che il legame del Sybr

Green |.

Profilo termico e cicli di amplificazione. |l protocollo per la
valutazione della lunghezza telomerica prevede 26 cicli di amplificazione.
Come descritto in Figura 12, il primo punto del protocollo serve a
denaturare e termoattivare la Taq polimerasi. A questa seguono due fasi
necessarie per I'annealing specifico dei primer Telg e Telc (62°C) e la
sintesi dei telomeri (74°C). In corrispondenza di quest’ultima si acquisisce
il segnale fluorescente emesso dagli ampliconi dei telomeri (Figura 13 A).
A questo punto fanno seguito un’incubazione di 10 secondi a 80°C e una
di 15 secondi a 88°C necessaria per l'acquisizione del segnale di
fluorescenza specifico del gene per I'albumina (Figura 13 B). La reazione
di sintesi € favorita dall'incremento della temperatura che assicura la
completa denaturazione degli ampliconi dei telomeri e il rilascio della Taq

polimerasi.
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Figura 12. Profilo termico e cicli di amplificazione per I'analisi dei telomeri

e dell’albumina
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Figura 13. Esempio di curva di amplificazione specifica per le estremita
telomeriche (A) e I'albumina (B)
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In una PCR multiplex convenzionale le elevate concentrazioni del
prodotto amplificato nei primi cicli inibiscono spesso I'amplificazione
successiva delle sequenze target meno abbondanti, cosi da dover
ricorrere a ridotte concentrazione dei loro primer specifici. In questo
sistema, la fase di incubazione a 84°C elimina questo inconveniente,
garantendo allo stesso tempo un’efficiente sintesi del prodotto del gene a
singola copia. L'ulteriore incremento della temperatura a 88°C serve ad
assicurare la completa denaturazione degli ampliconi dei telomeri,
eliminandone del tutto I'emissione di fluorescenza. E ragionevole supporre
che a 74°C siano rilevati entrambi i segnali, ma il principio su cui si basa
tale sistema prevede I'amplificazione di un gene a singola copia troppo
poco abbondante per contribuire al segnale di fluorescenza acquisito e

specifico dei telomeri.

Analisi della curva di melting. Poiché questo sistema & basato
sull’utilizzo della molecola Sybr Green | &€ stato necessario procedere con
I'analisi della curva di melting, capace di fornire un'indicazione sulla
purezza dell’amplificato e sulla presenza di eventuali dimeri di primer
(97;98) (Figura 14 A). Al termine della reazione di PCR la temperatura
viene gradualmente aumentata da 65°C, condizione in cui tutto il DNA é a
doppia elica e la fluorescenza € massima, a 95 °C, temperatura alla quale
tutto il DNA & presente in forma dissociata e la fluorescenza € minima.

Questo lento incremento della temperatura induce un decremento della
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fluorescenza e la temperatura in corrispondenza della quale si ha un
repentino decremento del segnale fluorescente corrisponde alla Tm del
prodotto amplificato, ovvero la temperatura alla quale il 50% del DNA ¢ in
forma di singolo filamento (ssDNA). Osservando una curva di melting &
possibile notare un flesso in corrispondenza di ciascuna specifica Tm.
Naturalmente se si distinguono piu flessi di fluorescenza, €& logico
desumere che nella reazione di PCR siano stati prodotti amplificati
aspecifici. | flessi di fluorescenza, per comodita, sono trasformati in picchi
eseguendo la derivata prima della curva. | flessi di fluorescenza della
curva di melting, per comodita di interpretazione, sono stati trasformati in

picchi eseguendo la derivata prima della curva (Figura 14 B).
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Figura 14. Esempio di curva di melting (A) e derivata negativa (B)

specifica per gli ampliconi dei telomeri e dell’albumina
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| risultati di ciascuna PCR sono stati inoltre espressi in relazione ad
una curva standard costruita utilizzando campioni di DNA di riferimento.
Le Figure 15 A-B mostrano due curve standard indipendenti, una
specifica per le sequenze telomeriche e l'altra per il gene a singola copia
(albumina), ottenute dai medesimi campioni acquisendo il segnale di
fluorescenza SYBR Green | emesso dagli ampliconi alla temperatura di

74°C (telomeri) e 88°C (albumina).

Figura 15. Curva standard per la valutazione dei telomeri (A) e
dell’albumina (B)
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Preparazione dei campioni. Per ogni punto sperimentale & stata
preparata una miscela di reazione contenente 10 pl di SYBR GREEN
(composta da desossiribonucleotidi trifosfato, Taq DNA polimerasi e
molecola Sybr Green 1) (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, UK), 7
pI di H2,O RNase-free, 1 ul di ciascun oligo specifico per i telomeri (Telg e
Telc) (Tabella 1) e per 'albumina (Albd e Albu) (Tabella 2).

Successivamente, in ogni pozzetto di una piastra da 48 posti per
lettura in fluorescenza (Multiplate® PCR Plates™, Bio-Rad, CA, USA),
sono stati aggiunti 19 ul della miscela preparata e 1 pl di retrotrascritto (20

ng di cDNA).

4.22 Valutazione dell’espressione genica di hTERT e

hTERC mediante Real-Time RT-PCR con Sybr Green

Concetti generali. L’enzima telomerasi & una trascrittasi inversa
telomero specifica e consta di una subunita a RNA (hTR, human
Telomerase RNA) ed una subunita proteica ad attivita catalitica (hTERT,
human Telomerase Reverse Transcriptase). L'espressione di questi due
geni €& stata quantificata mediante RT-QPCR (Reverse Transcription
Quantitative Polymerase Chain Reaction) monitorando in tempo reale
I'andamento della reazione di sintesi della DNA polimerasi. Questo

sistema sfrutta la molecola fluorescente Sybr Green | e richiede I'analisi di
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una curva di melting per la discriminazione dei prodotti di PCR ottenuti

(controllo qualita) (97;98).

Primers utilizzati per I’analisi. In Tabella 3, sono riportate le
coppie di primers grazie alle quali € stato possibile valutare I'espressione
del gene hTR (TR-46S e TR-148A) e l'espressione del gene hTERT

(hTERT-1783S e hTERT-2247A) (99;100).

Primer ' Sequenza 5> 3’

TR-46S CTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAG
TR-148A GAAGGCGGCAGGCCGAGGCTTTTCC
hTERT-1783S CCGGAAGAGTGTCTGGAGCAAGT
hTERT-2247A CTGGCGATGACCTCCGTGAGC

Tabella 3. Coppie di primers utilizzate nella Real-Time RT-PCR per la
valutazione dell’espressione genica di hTR (hTERC) e hTERT

Protocollo e cicli di amplificazione. |l protocollo utilizzato e
adattato per il nostro studio ha previsto un profilo termico specifico e 59
cicli di amplificazione (Figura 16): I'acquisizione del segnale fluorescente
Sybr Green | avviene in corrispondenza della fase di sintesi di entrambi i
geni (Figura 17). Questo permette di valutare in tempo reale
I'amplificazione dell’espressione genica. Al termine della reazione di PCR

e stata inoltre inserita una curva di melting per mezzo della quale e stato
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possibile discriminare tra prodotti di amplificazione specifici e aspecifici

(Figura 18 A-D).

Figura 16. Protocollo e cicli di amplificazione per la valutazione delle
componenti della telomerasi
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Figura 17. Esempio di curva di amplificazione di hTERC (A) e di hTERT
(B)
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Figura 18. Esempio di curva di melting e derivata negativa di hTERC
(A,B) e di NTERT (C,D)
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Preparazione dei campioni. Per prima cosa sono state preparate
due miscele, specifiche per ciascuna delle componenti della telomerasi,
con 10 ul di SYBR GREEN (contenente desossiribonucleotidi trifosfato, la

Taq DNA polimerasi e la molecola Sybr Green 1), 7 yl di H,O RNase-free,
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1 pl degli oligo senso e 1 ul degli oligo antisenso. A questo punto sono
stati aggiunti 19 pl di ciascuna miscela preparata ai pozzetti di una piastra
da 48 posti adatta per letture in fluorescenza (Multiplate® PCR Plates™,

Bio-Rad, CA, USA) e 1 pl di retrotrascritto (20 ng di cDNA).

4.23 Dosaggio proteico con il metodo Bradford

Principio del test. Il dosaggio delle proteine con il metodo
Bradford & basato sulla misura dell'assorbanza di un reagente affine per le
proteine, il Comassie Brilliant Blue. Questo colorante in soluzione acida si
lega alle proteine tramite legami elettrostatici fra i propri gruppi sulfonici e
la proteina, formando un complesso colorato con una lunghezza
d'assorbimento di 595 nm.

Metodica. Per prima cosa € stata preparata una curva di taratura
ottenuta diluendo una soluzione standard di albumina a differenti
concentrazioni (2 mg/ml, 1 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml e 0.0625
mg/ml) e sono stati diluiti 1:50 i campioni da dosare. A questo punto e
stato aggiunto 1 mL di Comassie Brilliant Blue (reattivo di Bradford) a 20
Ml di ciascuno standard, a 20 pl di H,O deionizzata (utilizzata come
bianco) e ad un’aliquota di 20 ul di ciascun campione proteico. Infine, i
campioni sono stati incubati 5 minuti a temperatura ambiente prima della
lettura allo spettrofotometro (Lambda Bio 20, Perkin Elmer, MA, USA) ad

una lunghezza d’'onda di 595 nm. La concentrazione proteica di ciascuna
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soluzione € stata estrapolata dalla curva di taratura precedentemente

preparata.

4.24 Dosaggio della nitrotirosina con metodica ELISA

Principio del test. | residui di tirosina presenti all'interno delle
proteine rappresentano il principale bersaglio delle specie reattive NO-
derivate e possono essere convertiti a 3-nitrotirosina attraverso l'aggiunta
di un gruppo nitro-NO; all'anello aromatico (reazione di nitrazione). Tale
conversione determina una modifica covalente e stabile dei residui di
tirosina, che altera la struttura e la funzione biologica della proteina nitrata.

La concentrazione della nitrotirosina (N-tyr) plasmatica & stata
determinata mediante saggio ELISA, come indice della presenza di
perossinitrito, un potente ossidante. In questa metodica é utilizzato un
anticorpo primario monoclonale diretto contro un epitopo della nitrotirosina
attiva (mouse, monoclonal HM111, 1gGy,, 0.1 mg/ml, BIOMOL, PA, USA) e
un anticorpo secondario anti-mouse coniugato con I'enzima perossidasi di
rafano (anti-mouse, 200 ug/0.5 ml, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).
L’aggiunta della 3, 3', 5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB), substrato
cromogeno della perossidasi, implica la formazione di un composto
colorato di blu, la cui misura & proporzionale alla concentrazione di enzima
coniugato all’anticorpo, che a sua volta riflette la quantita di antigene

presente.
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Metodica. |l primo passo € stato quello di dosare la concentrazione
proteica dei plasma in modo tale da caricare sulla piastra 65 pl di
campione con lo stesso contenuto proteico. La normalizzazione é stata
effettuata attraverso diluizioni con buffer carbonato (NaHCO3, 0.1 M, pH
9.6). Successivamente & stata costruita una curva di calibrazione ottenuta
attraverso diluizione in buffer carbonato di albumina nitrata (NT-BSA,
Sigma Aldrich, CA, USA), usata come standard. Infine sono stati aggiunti
ai pozzetti di una piastra trattata per adesione (Bibby-IWAKI per ELISA
cod 3801-096, Giappone) 200 ul di buffer carbonato come NTC, 200 pl di
ciascun punto sperimentale della curva standard (50, 10, 5, 1, 0.5 nmol/l)
e 200 pl del campione da dosare (65 pl plasma + 135 pl di buffer
carbonato 0.1 M). La piastra & stata poi incubata per tutta la notte a 4 °C,
cosi da favorire I'adesione delle proteine sul fondo dei pozzetti. Il giorno
successivo la piastra & stata svuotata accuratamente e rimosse le proteine
non adese mediante 3 lavaggi consecutivi per 2 minuti a temperatura
ambiente con 150 pl di tampone di lavaggio (PBS 1X + 0.05% Tween 20).
A questo punto, sono stati aggiunti per ciascun pozzetto 200 pl di BSA
0.1% in PBS-T, necessaria a bloccare i legami aspecifici, e la piastra &
stata incubata per 60 minuti a 37°C. Al termine di tale periodo, sono stati
effettuati due lavaggi, aggiunti a ciascun pozzetto 100 pl di anticorpo
primario monoclonale anti-nitrotirosina (HM111, anti-nitrotirosina, mouse
IgGp, 0.1 mg/ml, diluizione 1:400 in PBS-T 0.1% BSA, BIOMOL, PA, USA)

e la piastra & stata nuovamente incubata per 60 minuti a 37°C. Al termine
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dellincubazione, dopo tre lavaggi, sono stati aggiunti 100 ul di anticorpo
secondario (anti-mouse, 200 pg/0.5 ml, diluizione 1:1000 in PBS-T 0.1%
BSA, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e la piastra & stata incubata a
37°C per 45 minuti. A questo punto € stato rimosso I'eccesso di anticorpo
secondario mediante tre lavaggi, sono stati aggiunti 150 ul di TMB e la
piastra €& stata incubata per 10-15 minuti al buio, controllando
periodicamente lo sviluppo del colore. Quando la quantita di cromogeno
generato e risultata sufficiente, la reazione é stata bloccata aggiungendo
50 pl di soluzione di stop (H2SO4 0.5 M) e la lettura & stata eseguita alla
lungghezza d’onda di 450 nm con fondo a 650 nm, in un lettore per piastre

(MultiSkan Ex, ThermoElectron Corporation, Ohio, USA) (54; 101).
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5. ANALISI STATISTICA

L'analisi statistica sull’intera popolazione studiata & stata condotta
con il modello di regressione lineare semplice, regressione semplice
stepwise e regressione multipla. Sui singoli gruppi di studio & stata,
invece, applicata la correlazione multipla, il test t di Student per dati
indipendenti e TANOVA con correzione del Bonferroni.

Il modello lineare classico di regressione & usato per spiegare la
relazione esistente fra una variabile dipendente e piu variabili indipendenti
e la relazione causale implicata in questo modello ipotizza che una sola
variabile possa essere la spiegazione di un'altra. Tuttavia, & piu probabile
che esistano piu cause concomitanti che concorrono, in misura diversa, a
spiegare la variabile dipendente.

La regressione multipla €&, quindi, un ampliamento di quella
semplice, in quanto presuppone che piu variabili indipendenti siano
necessarie per spiegare una singola variabile dipendente. A tal proposito,
e stato necessario effettuare una selezione delle variabili da utilizzare
come regressori. In particolare, per la selezione dei regressori, le
procedure piu utilizzate sono la selezione backward e forward che
permettono in modo quasi automatico di eliminare o aggiungere le variabili
esplicative che non influenzano, o influenzano, significativamente le
variabili risposta. Nel nostro studio € stata applicata, come procedura
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sequenziale di scelta delle variabili da includere nel modello di regressione
multipla, la regressione stepwise forward.

L’analisi statistica per singoli gruppi & stata eseguita mediante
correlazione multipla, test t di Student per dati indipendenti e tramite
analisi della varianza (ANOVA) con correzione del Bonferroni = errore
standard (ES) per i gruppi.

Il test t permette di verificare se due variabili hanno medie, varianze
o distribuzioni sovrapponibili e viene utilizzato per constatare se, la
differenza presente tra il valore medio di una medesima misura, rilevata in
due popolazioni differenti, sia dovuta o meno al caso.

Il test ANOVA ¢ invece utilizzato per confrontare due o piu gruppi di
dati, confrontando la variabilita interna a questi gruppi con la variabilita tra
i gruppi. Si ricorre a questo test quando si vuole verificare se, la variabilita
delle medie dei valori riscontrati in una popolazione sottoposta a diversi
trattamenti, sia dovuta o meno al caso.

Per la correzione del Bonferroni, se uno sperimentatore sta
analizzando n ipotesi (dipendenti o indipendenti) su una serie di dati, il
livello di significativita statistica che dovrebbe essere utilizzato per ogni
ipotesi € 1/n volte quello che sarebbe loro attribuito se anche solo

un’ipotesi fosse empiricamente testata.
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6. RISULTATI

6.1 Lunghezza telomerica

La lunghezza telomerica & stata valutata sul DNA genomico dei
soggetti studiati, attraverso metodica Real-Time con protocollo modificato
presso il nostro laboratorio.

Utilizzando una regressione lineare semplice, la lunghezza delle
estremita telomeriche & stata correlata con i dati antropometrici,
glicometabolici e di funzionalita d’organo disponibili.

Su tutta la popolazione esaminata € emersa una correlazione
negativa significativa fra la lunghezza dei telomeri (espressa come

rapporto valore Telomero/Albumina), e I'eta del soggetto (Figura 19).
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Figura 19. Correlazione negativa fra la lunghezza dei telomeri ed eta dei
soggetti studiati.
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Inoltre la lunghezza dei telomeri & risultata inversamente correlata
anche con il BMI (body mass index) o IMC (indice di massa corporea)

(Figura 20).

Figura 20. Correlazione negativa fra la lunghezza dei telomeri e I'Indice di
Massa Corporea.
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Valutando la correlazione tra lunghezza dei telomeri e parametri di
controllo metabolico, abbiamo documentato un’associazione negativa
significativa con i livelli plasmatici di colesterolo totale (Figura 21) e di

colesterolo LDL (Figura 22).
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Figura 21. Correlazione negativa fra la lunghezza dei telomeri e la

concentrazione di colesterolo totale.
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Figura 22. correlazione negativa fra la lunghezza dei telomeri e la
concentrazione di LDL.
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E’ inoltre emersa una correlazione positiva significativa fra la

lunghezza dei telomeri ed il colesterolo HDL (Figura 23).

Figura 23. Correlazione positiva fra la lunghezza dei telomeri e la
concentrazione di HDL.
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Abbiamo osservato infine una correlazione negativa con la
concentrazione del C-peptide (Figura 24) ed una correlazione positiva con

gli anni di durata di malattia (Figura 25).
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Figura 24.

Correlazione

inversa tra lunghezza telomerica

concentrazione plamatica di C-peptide.

TELOMERI T/A

0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20

0,10

0,00 -

R? = 0.099
p = 0.0071

9
C-peptide (ng/ml)

95



Figura 25. Correlazione diretta tra lunghezza telomerica ed anni di durata
di malattia.
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Valutando i soli soggetti affetti da T1IDM LISTA TX, T1DM, TX)
rispetto ai controlli sani (ND), la lunghezza dei telomeri & risultata
significativamente aumentata nei soggetti in valutazione per trapianto
(LISTA TX) (p<0.05 per il test t di Student) (Figura 26), mentre nel gruppo
T1DM tale parametro non differiva rispetto ai controlli ND. L’aumento
significativo della lunghezza telomerica nei pazienti LISTA TX andava
incontro ad una normalizzazione nel gruppo TX. Ciascun dato & stato

espresso come variazione percentuale rispetto al controllo.
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Figura 26. Lunghezza dei telomeri valutata su pazienti non-diabetici (ND),
diabetici tipo 1 (T1DM), diabetici tipo 1 candidati al trapianto di pancreas
(LISTA TX) e pazienti trapiantati (TX). Rispetto ai ND, la lunghezza dei
telomeri risulta significativamente aumentata nei pazienti LISTA TX (*=
p<0.05).
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La regressione stepwise (procedura sequenziale utilizzata per

scegliere le variabili da includere in un modello di regressione multipla)

dimostra che, tra tutte le variabili indipendenti analizzate, la durata di

malattia, il BMI, il colesterolo HDL ed il peso dei soggetti hanno

un’incidenza maggiore rispetto alle altre (Tabella 4).

F-to-enter (24.00)

Durata di malattia (aa) 13.56
BMI (kg/mq) 5.62
HDL (mg/dl) 5.50
Peso (kg) 4.21

Tabella 4. Regressione stepwise per il confronto della lunghezza dei
telomeri con tutti i dati antropometrici e glicometabolici. Le variabili piu
incidenti sono risultate: durata di malattia, BMI e colesterolo HDL.

98




Queste variabili sono state quindi utilizzate come regressori nell’analisi di
regressione multipla, da cui € emerso che durata del diabete e
concentrazione plasmatica di HDL sono le due variabili che influenzano in

misura maggiore la lunghezza dei telomeri (Tabella 5).

Valore di p
Durata di malattia (aa) 0,0176
BMI (kg/mq) 0,3897
HDL (mg/dl) <0,0001
Peso (kg) 0,4300

Tabella 5. regressione multipla delle variabili indipendenti risultate
significativamente incidenti nella regressione stepwise. Durata di diabete
ed HDL sono state identificate come le variabili che possono
maggiormente influenzare la lunghezza telomerica.
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6.2 Attivita Telomerasica

Per quanto concerne l'attivita telomerasica, I'espressione del gene
per la subunita proteica ad attivita catalitica hTERT ¢& risultata
significativamente aumentata in tutti i gruppi (T1DM, LISTA TX e TX)
rispetto ai controlli sani (ND) (Figura 27). Nello specifico, nei pazienti
LISTA TX tale espressione genica e risultata significativamente aumentata
anche rispetto ai T1IDM. Tale aumento tende a normalizzarsi con il
trapianto (TX), pur mantenendosi significativamente piu elevato rispetto al
gruppo di controllo (ND).

Un incremento significativo dell’espressione della subunita catalitica
(sebbene meno marcato rispetto al TIDM) si & osservato anche nel

gruppo dei T2DM (Figura 28).

100



Figura 27. Espressione del gene per la subunita catalitica hTERT in
ND, T1DM, LISTA TX e TX, espressa come variazione percentuale
rispetto ai ND. L’espressione genica aumenta significativamente in tutti i
gruppi studiati rispetto ai ND (*= p<0.05 per il test t di Student). Inoltre
nella LISTA TX I'espressione risulta significativamente aumentata anche
rispetto ai T1DM (#=p<0.05 per il test ANOVA con correzione di
Bonferroni). Il trapianto tende a normalizzare I'espressione di hTERT.
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Figura 28. Espressione del gene per la subunita catalitica hTERT in
ND e T2DM, espressa come variazione percentuale rispetto ai ND.
L’espressione genica risulta significativamente aumentata nei pazienti
diabetici (*=p<0.05 per il test t di Student).
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In merito all’espressione della subunita a RNA hTERC della
telomerasi, essa é risultata significativamente ridotta nei soggetti affetti da
T1DM non complicato rispetto ai ND, mentre abbiamo documentato un
aumento significativo dell’espressione di hTERC nei soggetti LISTA TX sia
rispetto ai ND che ai T1IDM (*=p<0.05 per il test t di Student) (Figura 29).
Sempre rispetto ai ND, l'espressione genica di hTERC & risultata
significativamente ridotta anche in T2DM (*=p<0.05 per il test t di Student)

(Figura 30).
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Figura 29. Attivita della telomerasi valutata come espressione di hTERC
misurata su plasma di pazienti non-diabetici (ND), diabetici tipo 1 (T1DM),
diabetici tipo 1 candidati al trapianto di pancreas (LISTA TX) e pazienti
trapiantati (TX). Rispetto ai ND, I'espressione € significativamente ridotta
in T1DM, significativamente aumentata nei pazienti LISTA TX, per
ritornare a valori simili ai controlli ND nei TX (*= p<0.05 vs ND per il test
ANOVA con correzione di Bonferroni; #=p<0.001 vs T1DM per il test di
Student).
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Figura 30. Attivita della telomerasi valutata come espressione di hTERC
misurata su plasma di pazienti non-diabetici (ND) e diabetici tipo 2
(T2DM). Rispetto ai ND, I'espressione genica € significativamente ridotta
in T2DM (*=p<0.05 per il test t di Student).
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6.3 Normalizzazione della lunghezza telomerica per

I’espressione della subunita catalitica hTERT

Data la marcata differenza di espressione della subunita catalitica
hTERT riscontrata in tutti i gruppi rispetto ai controlli, € stata valutata la
lunghezza telomerica, espressa come T/A, normalizzata per [lattivita
telomerasica (Rapporto T/T).

Tale rapporto € risultato, rispetto ai ND, significativamente ridotto nel
T1DM, e ulteriormente ridotto, sempre in misura significativa (si rispetto ai
ND che ai T1DM) nel gruppo LISTA TX.

Nel gruppo TX, a seguito del trapianto, si assiste ad un parziale
recupero di tale rapporto (aumento significativo rispetto a LISTA TX) che
tuttavia si mantiene significativamente ridotto rispetto ai ND (Figura 31).

Una riduzione significativa del rapporto T/T & stata osservata anche

nei T2DM (Figura 32).
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Figura 31. Rapporto (T/T) in ND, T1DM, LISTA TX e TX, espresso come
variazione percentuale rispetto ai ND. T/T si riduce significativamente in
tutti i gruppi (*=p<0.05 per il test ANOVA con correzione del Bonferroni), in
modo piu marcato nei LISTA TX dove risulta significativamente ridotto
anche rispetto ai T1DM (#=p<0.05 vs T1DM per il test t di Student). Il
trapianto tende a normalizzare questo dato che, pur rimanendo
significativamente ridotto rispetto ai ND, aumenta in modo significativo
rispetto ai LISTA TX (&=p<0.001 vs LISTA TX per il test t di Student).
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Figura 32. Rapporto (T/T) in ND e T2DM, espresso come variazione
percentuale rispetto ai ND. T/T si riduce significativamente nei T2DM
rispetto ai ND (*=p<0.05 per il test t di Student).
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6.4 Regressione semplice del rapporto T/T e
dell’espressione di hTERT con glicemia, emoglobina
glicata e C-peptide

Secondo un modello di regressione semplice abbiamo osservato che
la lunghezza dei telomeri normalizzata per I'attivita della telomerasi (T/T)
mostra una correlazione negativa con la glicemia e con I'emoglobina
glicata, mentre una correlazione positiva con il C-peptide (Figura 33 A-C).

Invece, per quanto riguarda la subunita catalitica hTERT, abbiamo

documentato una correlazione positiva con glicemia e con emoglobina

glicata, ma nessun tipo di correlazione con il C-peptide (Figura 33 D-E).
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Figura 33 A. Regressione lineare semplice fra il rapporto T/T e la
glicemia. T/T correla negativamente con la glicemia (R?*=0.2154;

p=0.0453)
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Figura 33 B. Regressione lineare semplice fra il rapporto T/T e

'emoglobina glicata (HbA1c). T/T correla negativamente con HbA1c
(R?=0.3823; p=0.0048)
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Figura 33 C. Regressione lineare semplice fra il rapporto T/T e il C-
peptide. T/T correla positivamente con il C-peptide (R2=0.1835; p=0.0368)
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Figura 33 D. Regressione lineare semplice fra I'espressione genica di
hTERT e la glicemia. L’espressione di hTERT correla positivamente con la

glicemia (R?=0.4781; p=0.0010).
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Figura 33 E. Regressione lineare semplice fra I'espressione genica di
hTERT e I'emoglobina glicata (HbA1c). L’espressione di hTERT correla
positivamente con HbA1c (R?=0.3771; p=0.0052).
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6.4 Dosaggio della nitrotirosina

Poiché i livelli di stress ossidativo sembrano incidere sull’attrito delle
estremita telomeriche, & stato eseguito dosaggio della nitrotirosina quale
marker di stress ossidativo sulla componente plasmatica dei campioni
disponibili di ND, T1DM, T2DM, LISTA TX e TX, mediante saggio ELISA. |
valori ottenuti sono stati espressi come variazione percentuale rispetto ai
ND.

| livelli di nitrotirosina sono risultati significativamente piu elevati in

tutti i gruppi studiati rispetto a ND (Figure 34-35).
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Figura 34. Concentrazione del marker di stress ossidativo nitrotirosina
valutata su plasma di pazienti non-diabetici (ND), diabetici tipo 1 (T1DM),
diabetici tipo 1 candidati al trapianto di pancreas (LISTA TX) e trapiantati
(TX). Rispetto ai ND, lo stress ossidativo risulta significativamente
aumentato in tutti i gruppi studiati (*= p<0.05 per il test ANOVA con
correzione di Bonferroni).
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Figura 35. Concentrazione del marker di stress ossidativo nitrotirosina
valutata su plasma di pazienti non-diabetici (ND) e diabetici tipo 2 (T2DM).
Rispetto ai ND, lo stress ossidativo risulta significativamente aumentato
nei pazienti diabetici (*= p<0.001 per il test t di Student).
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Utilizzando una regressione lineare semplice, la concentrazione di
nitrotirosina € risultata correlata negativamente con il rapporto T/T, con il
C peptide, mentre € emersa una correlazione positiva con I'espressione

della subunita catalitica hTERT dell’enzima telomerasi (Figure 36 A-C).

Figura 36 A. Regressione semplice tra concentrazione di nitrotirosina e
raporto T/T (lunghezza dei telomeri normalizzata per la subunita catalitica
hTERT). La nitrotirosina corrrela negativamente con i telomeri.
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Figura 36 B. Regressione semplice tra concentrazione di nitrotirosina e

concentrazione plasmatica di C peptide. La nitrotirosina correla
negativamente con il C peptide.
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Figura 36 C. Regressione semplice tra concentrazione di nitrotirosina ed
espressione della subunita catalitica hTERT. La nitrotirosina corrrela
positivamente con hTERT.
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7. DISCUSSIONE

Il nostro lavoro conferma la correlazione inversa gia nota tra
lunghezza dei telomeri ed indice di massa corporea (33;102). |
meccanismi sottostanti a questa associazione sembrano risiedere nello

stato pro-infammatorio che si osserva nei casi di eccesso ponderale.

La correlazione significativa negativa & peraltro emersa anche con
I'eta dei soggetti, con il colesterolo totale ed LDL ed il C-peptide, mentre
una correlazione positiva & stata dimostrata con i livelli di HDL e la durata

del diabete (103).

Venendo ai risultati osservati sui parametri dell’assetto lipidico dei
pazienti presi in esame, essi confermano in primo luogo la correlazione
positiva tra i livelli di colesterolo HDL e la lunghezza dei telomeri. Questa
associazione puo essere riferibile all’azione anti-aterogena riconosciuta al
colesterolo HDL, che probabilmente media i processi di invecchiamento a
livello vascolare riducendo il danno di tipo ossidativo (104; 105).
Viceversa, una correlazione negativa € emersa tra la lunghezza dei
telomeri ed il colesterolo totale ed LDL, ossia quella quota di colesterolo

caratterizzata per I'azione pro-inflammatoria e pro-aterogena.
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Questi dati possono essere interpretati come indicativi dell’effetto
determinato da un profilo lipidico ad alto rischio (elevato colesterolo LDL e
ridotto colesterolo HDL) su di un marker riconosciuto di invecchiamento
cellulare, associato al rischio di malattie cardiovascolari. Tuttavia, non &
possibile escludere che il profilo lipidico stesso possa invece essere

oggetto di una regolazione da parte del metabolismo dei telomeri.

Nell’analisi dei diversi gruppi, la lunghezza dei telomeri € risultata
significativamente aumentata nei soggetti diabetici complicati in lista di
trapianto, mentre i soggetti gia trapiantati ed i soggetti con diabete mellito
tipo 1 non complicato hanno mostrato una lunghezza telomerica simile a

quella del gruppo di controllo sano.

Altri autori avevano osservato una tendenza dei soggetti con
diabete mellito tipo 1 ad avere un attrito telomerico piu lento rispetto ai
controlli (48), e I'ipotesi che avevano avanzato valutava la possibilita che i
trattamenti farmacologici di tipo terapeutico e le modifiche allo stile di vita
adottate potessero rallentare il logoramento delle estremita telomeriche,
eventualmente modificando anche l'attivita telomerasica. In particolare,
era stato osservato che i pazienti che assumevano il solo ACE-inibitore
avevavo telomeri piu corti rispetto a quelli che assumevano sia beta-

bloccanti che calcio-antagonisti.
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Relativamente all’attivita misurata sul plasma dei pazienti, essa &
risultata significativamente aumentata sempre nel gruppo dei soggetti con
TIDM, in particolare in coloro in lista per trapianto, mentre nei soggetti gia
sottoposti a trapianto non &€ emersa nessuna significativa differenza

rispetto ai soggetti non diabetici.

Questi risultati possono essere interpretati come indicativi di
un’alterazione nel metabolismo dei telomeri sicuramente presente nella
malattia diabetica e correlata alla presenza o meno di complicanze,
alterazione che viene in qualche misura “normalizzata” dalla sostituzione
d’'organo ottenuta con il trapianto. Infatti, sia per quanto concerne la
lunghezza dei telomeri che per quanto riguarda I'attivita telomerasica, i
dati sui soggetti gia sottoposti a trapianto tendono ai livelli documentati nei

soggetti non diabetici.

E’ plausibile ipotizzare che, nei pazienti con diabete mellito tipo 1,
I'alterazione del metabolismo dei telomeri attivi un meccanismo
compensatorio tale per cui l'attivita telomerasica risulti aumentata, allo

scopo di ostacolare I'eccessivo accorciamento dei telomeri.

Normalizzando poi i dati di lunghezza dei telomeri per [Iattivita
telomerasica (rapporto T/T), €& stato comunque documentato un
accorciamento telomerico significativo nei soggetti diabetici rispetto ai

controlli sani, in particolare nei candidati al trapianto.
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L’analisi su questi dati sembra complessivamente supportare
I'ipotesi che I'indiscutibile alterazione del metabolismo telomerico presente
nel diabete risenta favorevolmente del trapianto, progredendo nella
direzione di un ripristino delle condizioni presenti nel soggetto non

diabetico.

Inoltre, il rapporto T/T & risultato correlare negativamente con
glicemia ed emoglobina glicata, a conferma di un dato presente in
letteratura (39) che supporta il ruolo dell’ottenimento del buon compenso

glicometabolico nel controllo dell’accorciamento dei telomeri.

Inedito € invece il dato emerso di correlazione positiva tra rapporto

T/T e concentrazione plasmatica di C-peptide.

In merito ai livelli di stress ossidativo, esso & risultato
significativamente aumentato in tutti i soggetti studiati rispetto ai controlli
sani, indipendentemente dal tipo di diabete (sebbene nel diabete tipo 1 i
livelli siano risultati piu contenuti che nel tipo 2) e del ricevimento o meno
della procedura trapiantologica; tuttavia, nei soggetti in lista di trapianto
cosi come in quelli gia trapiantati, i livelli di nitrotirosina sono risultati
significativamente piu alti che nei soggetti con diabete tipo 1 non
complicato. E’ possibile che la presenza di complicanze e comorbidita, e

quindi la gravita della malattia, correlino con uno stato pro-inflammatorio
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pil avanzato, che la sostituzione d’organo non € in grado di correggere,

per lo meno nei tempi da noi osservati.
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8. CONCLUSIONI

| dati ottenuti permettono di concludere che, se come verosimilmente
appare, i telomeri rivestono un ruolo nellambito della fisiopatologia del
diabete mellito, il trapianto di pancreas, sia esso isolato od associato al
rene si associa alla tendenza verso la normalizzazione di questi parametri
di senescenza cellulare.

Tuttavia, il significato di queste alterazioni, nell’ambito dell'inquadramento
e del trattamento della malattia, resta ancora da definire.

L’associazione tra lunghezza dei telomeri, attivita telomerasica e livelli di
stress ossidativo invece sembra essere solo parziale benché presente,
per cui possiamo ipotizzare lintervento di altri fattori determinanti la
dinamica dei telomeri nellambito del diabete, che ulteriori studi dovranno

investigare.
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