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“Life is like riding a bicycle.
To keep your balance,
you must keep moving.”

Albert Einstein
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ELENCO ABBREVIAZIONI

BPCO: Broncopneumopatia cronica ostruttiva.
COPD: Chronic Obstructive Pulmonary disease
GOLD: Global Iniziative for Chronic Obstructive Lung Dése.
ROS: Specie Reattive dell’Ossigeno

IL: Interleuchina

TNF: Tumor Necrosis Factor.

SOD: superossido dismutasi

NAC: N-acetyl-L-cysteine

DNA: acido desossiribonucleico

RNA: acido ribonucleico

PMN: cellule polimorfonucleate

Cdk: chinasi ciclina-dipendente

INK: inhibitor of Cdk

Bcl: proteine B cell leukemia

IAP: Proteine Inibitrici dell’apoptosi

HAT: istone acetiltransferasi

HDAC: istone deacetilasi

SIRT: sirtuina

NAD+: nicotinammide adenin dinucleotide
FoxO: forkhead box O

NLS: Segnale di Localizzazione Nucleare
NES: segnale di esportazione nucleare
16HBE: Human Bronchial Epithelial cell line
CSE: Cigarette Smoke Extract

CARBO: Carbocisteina

CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl ester



ABSTRACT

Cigarette smoke is the major risk factor for checonbstructive pulmonary disease
(COPD), a disease where inflammation and agingnéeetwined. Sirtuin (SIRT)1 is an
anti-aging factors that removes acetyl moieties actdzates FoxO3, a transcriptional
factor which controls cell cycle progression, adiath and inflammation and protects
the cell from oxidative stress. In the presentgiud investigated the effects of cigarette
smoke and carbocisteine, a molecule with antioxidaetivity, on mechanisms of
accelerated aging in bronchial epitelial cells.

16HBE cells were stimulated with increasing concaians of cigarette smoke extracts
(CSE) and with or without carbocisteine™M. Cell proliferation and3-galactosidase

activity were evaluated as senescence markers.apdlsurvivin were selected as
molecule involved in the regulation of cell cycledaapoptosis. Furthermore nuclear
protein expression of SIRT1 and FoxO3 and theitulzel localization, deacetylase

activity of SIRT1 and FoxO3 binding on Survivin proter were evaluated.

The obtained results showed that:
() CSE decreases the cellular proliferation and ingl3egalactosidase activity;
(i) CSE increases p21 and survivin expression;
(i) CSE decreases the activity and nuclear levelsrtt;Si
(iv) CSE decreases the nuclear expression of FoxO3tanbinding on Survivin
promoter.

Co-treatment with Carbocisteine counteract these €ffects.

These data suggest that cigarette smoke indudetacslenescence through the block of
cell cycle and an upregulation of anti-apoptotichemism. Cigarette smoke also impairs
the pathway of SIRT1/FoxO3, an anti-aging mechaniBmese effects are counteracted

by carbocisteine that reduces the oxidative stiggsette smoke induced.



RIASSUNTO

La Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) & omalattia caratterizzata da una
ostruzione del flusso delle vie aeree non revdesida una inflammazione cronica e da
un accelerato invecchiamento cellulare. Il fumosigiaretta € il principale fattore di
rischio che causa forte stress ossidativo. Una&awnaeiecola coinvolta nei meccanismi
anti-aging e Sirtuin (SIRT)1, una deacetilasi igtarche rimuove gruppi acetili e attiva
FoxO3, un fattore di trascrizione che controllaplfagressione del ciclo cellulare, la
morte cellulare, l'inflammazione e protegge le aielldallo stress ossidativo attivando
geni coinvolti nella detossificazione da ROS. Inesfo studio abbiamo voluto
investigare gli effetti del fumo di sigaretta suecsanismi di invecchiamento precoce
nelle cellule epiteliali bronchiali, prima barriededifesa da questo agente tossico. Inoltre
abbiamo valutato se gli effetti del fumo di sigtaeatenivano contrastati da una molecola

con attivita anti-ossidante, la Carbocisteina.

16HBE, una linea di cellule epiteliali bronchiasipno state stimolate con crescenti
concentrazioni di estratto di fumo di sigaretta Ex® con o senza Carbocisteina (10
4M). Sono state valutate la proliferazione celluat@ttivita dell’enzime3-galattosidasi,
come markers di senescenza. p21 and survivina satioselezionati come molecole
coinvolte nella regolazione del ciclo cellularead’dpoptosi. Inoltre sono stati valutati
I'espressione proteica nucleare di SIRT1 e Fox@& lero localizzazione cellulare, e
ancora l'attivita deacetilasica di SIRT1 e il legani FoxO3 al promotore del gene di

survivina.

| risultati ottenuti hanno mostrato che:

» il CSE riduce la proliferazione cellulare e aumdigtivita dellaf-galattosidasi;

* il CSE aumenta I'espressione di p21 e di survivina,;

» il CSE riduce I'espressione nucleare e I'attiviadetilasica di SIRT1;

* il CSE riduce I'espressione nucleare di FoxO3seid legame al promotore del gene
di survivina.

Il co-trattamento con Carbocisteina contrasta gedfgtti del fumo di sigaretta.



Questi risultati suggeriscono che il fumo di sig&reé sicuramente coinvolto
nell'induzione della senescenza in cellule epilidiignchiali bloccando il ciclo cellulare

e impedendo I'apoptosi cellulare. Inoltre alterpathway SIRT1/FoxO3 che € un tipico
meccanismo anti-aging. Tutto questo viene conti@skalla carbocisteina, che riduce lo

stress ossidativo indotto dal fumo di sigaretta.

10



1.INTRODUZIONE

1.1 BRONCOPNEUMOPATIA CRONICA
OSTRUTTIVA (BPCO)

Negli anni ‘60 e stata introdotta I'espressi@rencoPneumopatia Cronica Ostruttiea
BPCO per comprendere quadri patologici, quali biniteccronica semplice, bronchite
cronica mucopurulenta, bronchite cronica ostruttieal enfisema, che pur
apparentemente eterogenei, di fatto condividon@desimi fattori eziologici e spesso
costituiscono tappe diverse dello stesso percoetogpnetico (1)La BPCO viene
definita dalle recenti linee guida del Global latave for Chronic Obstructive Lung
Disease (GOLD), comeuha frequente malattia prevenibile e trattabileratéerizzata
da una persistente limitazione al flusso aereo,&kelitamente evolutiva e associata ad
una aumentata risposta inflammatoria cronica deleaeree e del polmone a particelle
nocive o gas. Le riacutizzazioni e la presenzadiarbidita contribuiscono alla gravita

complessiva nei singoli pazieitf2).

La Broncopneumopatia cronica ostruttiva, oggi, ibmste un problema sociale assai
preoccupante infatti rappresentadaarta causa di mort@al mondo e si prevede un
aumento della sua prevalenza nei prossimi anr(3)La prevalenza, la morbilita e la
mortalita della BPCO variano tra i diversi Paedraei diversi gruppi di popolazione
nell’ambito di una stessa nazione. La BPCO ellltago di un’esposizione persistente ai
fattori di rischio nel corso del tempo e anchesesso la sua prevalenza é direttamente
correlata alla prevalenza dell'abitudine tabagmggi in molti Paesi I'inquinamento
ambientale, professionale e quello degli ambiemerni dovuto alla combustione di
legna o altri biocombustibili stanno rivestendauolo importante come fattori di rischio
prevalenti di malattia. Anche se la prevalenza emlarbosita della BPCO sono
notevolmente sottostimate in quanto la patologiagederalmente riconosciuta e
diagnosticata solo quando si manifesta clinicamguotedi in una fase avanzata, il suo
potenziale di malattia fortemente disabilitante licgpun’elevata spesa sanitaria per il

suo trattamento e costi indiretti di morbosita gh&ano sul sistema socio-economico
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(3). Nei prossimi decenni & previsto un aumentiageevalenza e dell'impatto della
BPCO dovuto alla persistente esposizione ai fattbririschio e al progressivo
invecchiamento della popolazione mondiale, congmza di persone che vivono piu a
lungo e quindi manifestano gli effetti a lungo tamendell’esposizione ai fattori di rischio

della malattia.

Dati epidemiologici mostrano che la prevalenza uisfa malattia nella popolazione
adulta e stimata nella misura del 6-8%, con unasgbeeza nel sesso maschile,
evidentemente dipendente, almeno in parte, dallggiroee diffusione del fumo di

tabacco presso quest’ultimo anche se le cose stambiando infatti, oggi, il tabagismo
e molto diffuso anche tra le donne (3) (5). L'espiosie cronica al fumo di sigaretta
incrementa di circa 10 volte il rischio di conteta BPCO ma si ritiene che solo il 15-
20% dei fumatori presenta la malattia in forma ¢tamata. Il fumo di sigaretta, pero,
condiziona gradi diversi del danno broncopolmonpeg,cui la percentuale di soggetti

affetti dalla malattia rappresenta di fatto undagtima dei reali effetti del fumo (1).

Sebbene il fumo di sigaretta sia il fattore di miscmeglio studiato della BPCO, non e
I'unico fattore. Questa malattia, infatti, € unalati@a adeziologia multifattorialecioé é
dovuta a una serie di fattori di rischio esogergedogeni (Tabella 1) che, singolarmente
o in sinergia, determinano il grado di suscettidildel soggetto allo sviluppo della
malattia. Ifattori di rischio esogeniche presentano un ruolo certo nell'insorgenzadell
malattia sono: in primo luogofilimo di sigarettama anche €sposizione professionale
a polveri organiche e inorganiche, a determinaginéigchimici e fumi; elevati livelli
d'inquinamento degli ambienti inter{fa causa di legno, escrementi animali, stufe
malfunzionanti e all’'uso di combustibili di biomagser cucinare e riscaldare abitazioni
scarsamente ventilate); e ovviamegltevati livelli di inquinamento urbandla l'ipotesi
che, insieme alla componente patogenetica esogenaevsia una endogena di
predisposizione individualgattori di rischio endogeni), &€ confermata dal fatto che non
tutti i fumatori, anche tra i piu forti, sviluppara malattia e riceve ulteriore supporto

dall’evidenza di una certa familiarita riscontratastudi condotti su gemelli (1).
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FATTORI DI RISCHIO ENDOGENI FATTORI DI RISCHIO ESOGENI

* Razza * Fumo di tabacco
e Sesso « [Esposizione lavorativa
e Anamnesi familiare positiva per BPCO * Inquinamento outdoor

« Pattern genico predisponente lo sviluppg di Inquinamento indoor

BPCO » Esposizione a fumo di tabacco ambientgle
« Deficit di a-1-antitripsina » Abuso di alcool
» Basso peso alla nascita » Dieta povera di frutta
» Malattie respiratorie durante I'infanzia e Basso livello di stato socio-economico

« Atopia (elevati livelli di IgE)
 Iper-reattivita bronchiale

« Suscettibilita individuale ai fattori di rischio

Tabella 1: Fattori esogeni ed endogeni in relazione allo gyila della broncopneumopatia
cronica ostruttiva (BPCO).

La BPCO deriva da un’interazione gene-ambientelelpgrsone con la medesima storia
di fumo non tutti svilupperanno la malattia a cade#e differenze di predisposizione
genetica verso la malattia o della durata di vitggi, molti studi sono volti a mettere in
relazione determinatattori geneticicon la patogenesi della broncopneumopatia cronica
ostruttiva. Il fattore di rischio genetico meglioaimentato € il deficit ereditario grave
di alfa-1 antitripsina, un importante inibitore légbroteasi sieriche. Sebbene il deficit di
alfa-1 antitripsina sia rilevante solo per una plagarte della popolazione mondiale, €
un esempio di interazione tra i geni e I'esposigiambientale che conduce alla BPCO.
Un rischio familiare significativo di ostruzione #iisso aereo e stato osservato nei
fratelli fumatori di pazienti affetti da BPCO graseiggerendo che i fattori genetici
possono influenzare questa suscettibilita. Singeti, come il gene che codifica per la
metalloproteinasi 12{MP12), presentano una relazione con il declino deltaionalita
polmonare. Poiché lo stress ossidativo gioca ulortlevante nella patogenesi della
BPCO e evidente che anche anomalie nell’espressioaezimi coinvolti nell’attivita
antiossidante, come la Glutatione S-trasferasiah@ifEme ossigenasi-1, € stato visto
avere un ruolo nella predisposizione a questa tral&toltre, sebbene numerosi studi di
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associazione sull'intero genoma indichino un rupkr il gene del recettore alfa-
nicotinico dell'acetilcolina, cosi come per il gergella proteinahedge-hoge
possibilmente uno o due altri, imane comunquedis@epanza tra i risultati dell’analisi
di BPCO e della funzionalita polmonare cosi conge l@mnalisi di studi sull'intero

genoma e l'analisi di geni candidati (2).

| fattori di rischio per la BPCO possono anche esserrelati in un modo piu complesso.
Per esempio, isessopuo influenzare il fatto che una persona cominftiaare o sia
esposta a determinati inquinanti professionali oppambientali; lostato socio-
economic@uo correlarsi al peso del bambino alla nascitegtp influisce sulla crescita
e sullo sviluppo polmonare e a sua volta sullaettibdita a sviluppare la malattia); una
piu lunga aspettativa di vita permettera una maggesposizione ai fattori di rischio e

cosi via.

La broncopneumopatia cronica ostruttiva € una mialptogressiva caratterizzata dal
peggioramento nel tempo della funzione polmonaeevéalutazione del decadimento
della funzione respiratoria e effettuata tramitsurazioni periodiche della spirometria
del soggetto a rischio che permettono quindi d fdingnosi. La complessita di questa
malattia deriva dal fatto che comporta un coinvaolgnto dialterazioni strutturalisia
delle vie aeree centrali e periferiche che delparana polmonare, causate dai processi
inflammatori cronici e datemodeling(6) (7). In conseguenza a cio si ha I'ostruzione
delle piccole vie aeree e la riduzione del ritoetastico polmonare. Da queste alterazioni
strutturali nascono lalterazioni fisiologicheche comprendono la riduzione del flusso
aereo espiratorio e l'iperinflazione polmonarepdisecrezione di muco, le alterazioni
della funzionalita ciliare, le alterazioni deglesabi gassosi, I'ipertensione polmonare ed
il cuore polmonare (6) (7) (8). Inoltre, in stadiaazati, la BPCO si associa a una
inflammazione sistemica e ad alterazioni della rolagara liscia scheletrica che possono
contribuire alla limitata tolleranza allo sforzakdeperimento dello stato di salute (8)
(9). Quindi ilquadro clinicocaratteristico di un soggetto affetto da broncopmepatia
cronica ostruttiva e caratterizzato da una tosedyttiva, con espettorazione mucosa o
mucopurulenta, e da dispnea da sforzo. La tosssgelttorazione precedono a volte di
molti anni la comparsa della riduzione del flusecea respiratorio, sebbene non tutti gli
individui con questi sintomi svilupperanno poi lalattia. Insieme ai sintomi respiratori

cronici si osserva una diffusa infiltrazione nelrggachima polmonare di cellule
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inflammatorie, prevalentemente mononucleate, quautrofili, ma anche di linfociti,

le quali sono responsabili del remodeling del pelnena bronchiale (9). La BPCO ¢
stata anche descritta come caratterizzata da whesato invecchiamento del polmone,
e il ruolo delle specie reattive dell’ossigeno (RG& emergendo nella regolazione
dellinflammazione aging-associata e nei cambiamesttutturali dei polmoni.

L’accelerata senescenza cellulare e dovuta allgzgpme al fumo di sigaretta che porta
a una frammentazione mitocondriale e all'laument@ageoduzione dei ROS ad opera

dei mitocondri nel tessuto polmonare dei soggetti BPCO (10) (11) (12) (Figura 1).

Aging process in whole body
Fertilization Maturity Senility | | Death

Birth
Growth

c
o
b e
b ’
3 e
/
e 4 ~
3 |7z iy
— 4 4
Start Respiration Lung Maturity Total dysfunction of
Oyn 18-25 years Lung (130-140 yrs)

Figura 1: Ipotesi di sviluppo della BPCO da un acceleratceitshiamento del polmone.
L'invecchiamento é definito come il progressivo litex dell’omeostasi, e questo e il risultato
del fallimento dei sistemi di protezione dal danab DNA, dallo stress ossidativo e
dall'accorciamento dei telomeri. Durante I'invecammiento, la funzione polmonare si deteriora
progressivamente e l'inflammazione polmonare eeimemtata con cambiamenti strutturali nel
parenchima del polmone e nelle piccole vie aer&sposizione a inquinanti ambientali, come
principalmente il fumo di sigaretta, potrebberoaerare la perdita di funzione polmonare
dipendente dall'invecchiamen(al).

La classificazione della BPC@h stadi di diversa gravita pud essere di ausiktla
valutazione pratica clinica, soprattutto se sidienonto che I'approccio terapeutico del

paziente puo essere diversificato in relazionesallb di gravita della malattia (8). A tal
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proposito le linee guida GOLD (2) indicano i seguatadi di gravita della malattia,
basati su una valutazione spirometrica:

* GOLD 1: BPCO lieve. Lieve riduzione del flusso aereo espiratorio adlito,
ma non sempre, presenza di tosse ed espettordEBNe > 80% del predetto).

» GOLD 2: BPCO moderata. Peggioramento della broncostruzione e di solito
aggravamento dei sintomi, quali la dispnea da efdsz tratta dello stadio in cui
tipicamente il paziente richiede l'intervento dedaico (50%< FEV: <80% del
predetto).

« GOLD 3: BPCO grave. Grave riduzione del flusso aereo espiratorio (30%
FEV1 <50% del predetto).

« GOLD 4: BPCO molto grave. Broncostruzione molto grave, e/o insufficienza

respiratoria, e/o segni clinici di scompenso caraidcEVi <30% del predetto).

Un fattore importante, che e stato visto essergrado di accelerare il declino della
funzionalita respiratoria, € la frequenza delBcutizzazioni Una riacutizzazione puo
essere definita clinicamente come il peggiorameleiosintomi cronici, quali dispnea,
tosse ed espettorazione e nelle forme gravi sintheauna marcata riduzione della
funzionalita respiratoria. Queste possono essarsata da diversi fattori eziologici tra
cui vi sono le infezioni sia batteriche che vir&istato visto che le riacutizzazioni della
BPCO sono associate ad una marcata neutrofiliaenadumentata presenza di IL-8
(con azione chemiotattica dei neutrofili) e TiNFcapace di aumentare I'espressione di
molecole di adesione sulle cellule epiteliali) mezgpettorati e nei lavaggi bronco-
alveolari (BAL) dei pazienti. Tutto questo correlan le conte batteriche avvalorando
I'ipotesi che le infezioni batteriche siano coineohelle riacutizzazioni. Ma e stato visto
anche che la neutrofilia € associata a una eobamefad un aumento delle chemochine:
eotossina e RANTESRggulated upon activation Normal T cell Expresseul a
Secretell la secrezione delle quali si sa essere prondabainfezioni virali (13). Nella
BPCO il 27-56% delle esacerbazioni sono dovute fazioni virali dell’apparato
respiratorio le quali nella maggior parte dei cagio causate da Rhinovirus. Questi sono
virus a singolo filamento di RNA positivo e ne satati individuati piu di 100 sierotipi
dei quali il 90% utilizza come recettori sulla meawana delle cellule]ntercellular
Adhesion Molecule-ICAM-1) (13).
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Laterapia farmacologicger la broncopneumopatia cronica ostruttiva prevedilizzo

di antiinfammatori, quali corticosteroidi inalatoro orali, e anche [l'uso di
broncodilatatori. L’obiettivo di questi farmaci ei grevenire e controllare la
sintomatologia, diminuire la frequenza e la grasigie riacutizzazioni ma non € in grado
di modificare la progressiva diminuzione della fiomalita respiratoria che caratterizza
guesta patologia. L'unico intervento che si e diraie in grado di ridurre la
progressione della BPCO € la sospensione delldipigual fumo di sigaretta (9) (14
aggiunta a questo, oggi € sempre piu diffusa I'cleal’utilizzo di farmaci anti-ossidanti
potrebbe svolgere un ruolo protettivo sul bilan@esidativo e di conseguenza
sull'inflammazione sistemica ma la loro efficacievd essere ancora confermata da piu
studi clinici randomizzati e controllati su largeak. In ogni caso vengono utilizzati
sempre piu spesso superossido dismutasi (SOD) mimagenti mucolitici come N-
acetyl-L-cysteine (NAC) e carbocisteina sale dinhs (SCMC-Lys) associati ai
tradizionali farmaci usati per la BPCO. (15)

1.1.1lL RUOLO DEL FUMO DI SIGARETTA

I fumo di sigaretta gioca un ruolo principale nell'eziopatogenesi dell
broncopneumopatia cronica ostruttiva, infatti emitto responsabile della malattia nel
90% dei casi (5). Ogni aspetto, nell’abitudine gba, assume un peso importante nel
determinare la malattia: I'eta di inizio, gli arsi fumo trascorsi, il tipo e la media di

sigarette fumate.

Il fumo di sigaretta € una miscela di gas (87%pora (5%) e particelle solide (8%) e
puo quindi essere definito un aerosol concentrabguale si trova disperso materiale
corpuscolato di piccolissime dimensioni. La depiosie di queste particelle nelle vie
respiratorie dipende dalla loro grandezza e dalizaf d’aspirazione del fumo: quelle di
dimensioni piu piccole penetrano profondamente 'albfiro respiratorio fino ai
bronchioli e agli alveoli, mentre quelle piu grasdfermano nelle prime vie respiratorie.
Il fumo di tabacco viene definito “aerosol ideale’quanto gran parte della componente
corpuscolata ha un diametro medio tale da potestpene in profondita e raggiungere le

medie e piccole vie respiratorie.
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Una volta nell'albero respiratorio, la potenzialiésiva di questo aerosol € dovuta alle
sue numerosissimnmmponenti tossich@igura 2) sia volatili, quali ossido di carbonio,
anidride carbonica, acetone, aldeidi, ossidi dit@zmitrosamine, idrocarburi; che
particellate, quali catrame, nicotina, fenolo (1. composizione chimica del fumo di

sigaretta, pero, € complessa e variabile. Essadipprincipalmente da due fattori:

» lacomposizione chimica delle foglie del tabac¢cohe cambia in relazione al tipo
di piante selezionate e ai metodi di coltivazioaedisinfettanti utilizzati, ai
processi di cura e di concia, all'aggiunta di sostaa scopo umettante od

aromatizzante;

* le condizioni della combustione cioé la temperatura di combustione, la forza e
la durata dell'aspirazione (che condizionano I'gesiazione della combustione e
indirettamente anche la temperatura della comius)jola lunghezza della
sigaretta e del mozzicone, la presenza o mendltdteld il tipo di filtro che ha
una notevole importanza nel trattenere una partecdéituenti del fumo.

Cosa contiene il fumo di sigaretta?

Acido cianidrico Cadmio .
| (impiegato nelle camere a gas) (utilizzato nelle pile) Benzopirene
| . :
! Metanolo Naftalene Monos(:;igsc(i;ﬁi:g)rbomo (IHEE:Il;a)
(o8 el
/?sco‘l?lgfi,tg)e Firens (usato :cm’e\{:ifb(iig:lginsenicida) [udlilgalt(o)?:il:omgic:g!:Eii:he) Figura 2: SChema Slntetlco de”e
sostanze contenute nel fumo di
sigaretta.
Il fumo derivante dalla combustione
di una sigaretta contiene oltre 4.000
Ammoniaca Toluene Polonium 210 h . . .
| (detergente) (solvente industriale)  (elemento radioattiva) composti di cui circa 3900 sono

o i FaES gravemente  dannosi per gli
organismi viventi.

| Naftilamina Dibenzacridine  Butano In rosso le
| sostanze cancerogene

Oltre 4.000 sostanze chimiche [tossiche ed irritanti] tra cui pit di 40
cancerogeni noti, insieme alla nicotina, sostanza capace di indurre
dipendenza. “Un cocktail tutt'altro che salutare”
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Quando si parla della composizione del fumo dirgiga, un altro aspetto fondamentale
da considerare € la presenza, oltre che alle stestassiche gia citate, di grandi quantita

di radicali liberi dell’ossigeno, perossidi e perossitriti (16).

Si stima che la quantita di radicali liberi intratdonelle vie respiratorie, per ogni sigaretta
fumata, sia nell’ordine di £8-10'® radicali (16). Nella miscela di fumo di sigaretia s
possono distinguere due differenti gruppi di rallibberi: radicali a lunga emivita
presenti nella fase corpuscolata (o fase teajflecali a breve emivitalella fase aeriforme
(o fase gas). Nella “fase tar”, il principale raale& riscontrato € il complesso chinone-
idrochinone, un sistema redox molto attivo ed &dgr di ridurre 'ossigeno molecolare
a radicale superossido e quindi a perossido dgeho e a radicale idrossilico (16) (17).
Il ciclo puo essere sostenuto da equivalenti ridtidgologici (ascorbato, NAD(P)H e
glutatione) che riducono le sostanze chinonoididags ai loro stati ridotti, rendendole
capaci di riprodurre il radicale superossido. Pe&aro riguarda la “fase gas”, in essa
sono presenti alte concentrazioni di ossidantitaldliberi (>13° molecole/puff) (16),
come piccoli radicali alchilici e alcossilici, daitdi una reattivita di gran lunga superiore
ai radicali della fase corpuscolatapOed ossido nitrico. L'ossido nitrico e [0
reagiscono immediatamente a formare la molecotenahte reattiva del perossinitrito.
Il fumo di sigaretta, inoltre, ha la capacita digrare HO- anche se in soluzione acquosa
(17). La generazione di ossidanti a livello redpiia puo essere incrementata dalla
reazione dell’Q in presenza di piccole quantita di ioni metall@dme il ferro libero.
Questo, sotto forma ferrosa (Fg catalizza la reazione di Fenton {Fe H.O.—Fes +
OH - + OH"), dando origine al radicale idrossile (OH18).

Il fumo di sigaretta, carico di tutte queste sostatossiche, i ROS e con il suo potenziale
di generazione di altre molecole nocive una vodétggiunto I'ambiente respiratorio,
agisce da potente stimolo flogogeno sulle componsgitulari e tissutali delle vie
respiratorie, scatenando una serie di meccanistogpaetici che sono schematizzati ed
esemplificati nella figura 3.
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Fumo di tabacco
|

! ! } }

Iperplasia dell'apparat Alterazioni strutturali Infiammazione Inattivazione ~'nduzione di
mucosecernete e funzionali delle vie aeree  delle anti-protea: Ipsr-reart]t_tl\lnta
1 dell'apparato ciliare l ronchiale

Alterazioni quantitative e

qualitative dell’escreato — Chemiotassi di
cellule flogistiche

! ,
ici Rilascio di ossidanti \ I
Deficit dellaclearence | ] Facilitazione al
l eproteasl  —, Enfisema “—broncospasmo
Facilitazione
alle infezioni
Ingombro
catarrale
I

Inflammazione
delle vie aeree

Figura 3: Schema rappresentativo del ruolo del fumo nel deitésmo dell’ostruzione delle
vie aereq1).

Il primo effetto dovuto al fumo di sigaretta estmolazione all'ipersecrezione mucosa
per irritazione cronica e la conseguente iperplatgte ghiandole presenti nella
sottomucosa delle vie aeree maggiori, nonché I'adionéi numero e I'estensione della
distribuzione delle cellule caliciformi (1). Suceasamente si ha un’induzione di flogosi
poiché il fumorichiama i macrofagidagli alveoli nelle vie aeree periferiche. Queste
cellule, a causa della prolungata esposizione mofumostrano caratteri funzionali
anormali, rappresentati da un’accentuata tendeh@tascio di enzimi proteolitici, di
radicali ossidanti e di fattori chemiotattici peneutrofili (1), quali il leucotriene B
(LTBy4) e l'interleuchina-8 (IL-8), ma anche @umor Necrosis Factoxr (TNFa) che
promuove l'espressione di molecole di adesione.s@Quattori, insieme all'effetto
chemiotattico della nicotina, conducono al richiathaneutrofili nel polmone i quali
rilasciano, in modo non controllato, enzimi proteal e radicali ossidanti. Quindi il
fumo di sigaretta, oltre a contenere gia al suerimid un grande quantita di specie reattive
dell’ossigeno, contribuisce alla produzione endagein radicali. Questo porta alla

creazione di unsbilancio negli equilibri proteasi-antiproteasiossidanti-antiossidanti
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a favore del danno parenchimale (19). Le alterazaidiammatorie e lo squilibrio del
rapporto proteasi/antiproteasi si riscontrano gidumatori senza BPCO ma nei soggetti
che manifestano la malattia, i quali si trovanstadi di gravita piu avanzati, questi effetti
del fumo sono molto pitu accentuati. Questo suggerche I'accelerato declino della
funzione respiratoria nella BPCO é dovuto a un’aficpkzione della normale risposta
inflammatoria contro I'agente irritante quale ilnfo, o per eccessiva produzione di
agenti flogistici o per il deficit dei principali @canismi di difesa (19). Inoltre il fumo
di sigaretta induceper-reattivita bronchialee alterazione dell’efficienza della clearance
mucociliareper lesione dell’'integrita strutturale dell’epitelparalisi del battito ciliare,
aumento di densita delle secrezioni e ridotta ieffiza della tosse (1).

L’effetto complessivo di questi fenomeni non e &olb un ingombro delle vie aeree ma
anche una facilitazione allefezioni batterichgi cui agenti eziologici prevalenti sono in
primo luogo loStreptococcus pneumoniagsecondariament&ibemophilus influenzae
(1). La presenza di questi batteri puo essere pridta anche nelle piu basse vie aeree
che normalmente sono sterili e non preparate aasiate con efficienza una infezione.
Per questo motivo puo rimanere una infezione lateht si pensa sia una delle cause

delle riacutizzazioni della malattia.
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1.2 STRESSOSSIDATIVO E ANTI OSSIDANTI

Il polmone e continuamente soggetto all'azione skidanti inalati dal’lambiente o
prodotti durante le reazioni biochimiche del nostrganismo. Queste sostanze tendono
a strappare elettroni da altre molecole con cuguen in contatto generando cosi una
coppia ossido-riduttiva. | metaboliti ossidanti miaggiore interesse biologico sono

centrati su pochi elementi: ossigeno, azoto, cady@ioro, zolfo (20).

Un radicale libero &€ una specie chimica che coatigro o piu elettroni che occupano da
soli un orbitale molecolare o atomico. Sono raditidleri dell'ossigeno Reactive
Oxygen Species ROS): I'anione superossido £Q), il radicale idrossile (OH) e il
radicale perossidrile (OH). Il perossido d’idrogeno (¥D2) e gli acidi ipoalosi, come
I'acido ipocloroso (HOCI), non sono ROS ma vengolassificati come tali, in quanto
derivano dall’ossigeno e prendono parte alla tiassiell'ossigeno. Esistono inoltre
anche altri metaboliti derivati dall’ossigeno, coff@ssigeno singoletto, I'ozono e |
radicali perossili (R-OO) ed alcossili (R-O) (20). La presenza di uno o piu elettroni
spaiati rende I'atomo o la molecola altamente biBiger cui la reattivita chimica dei
radicali € generalmente molto elevata. A tempeaantorno a 37°C la maggior parte dei
radicali € notevolmente reattiva cosi che la lavncentrazione diventa bassissima. Le

principali fonti di ossidanti o radicali liberi son

« Endogene come: autossidazione di biomolecole, ossidazozénatica, durante
la catena di reazioni della fosforilazione ossitad opera di un sistema
multienzimatico (complessi 1-V) le cui subunita f@iche sono in parte
sintetizzate dal genoma mitocondriale, e anchepaataodi cellule fagocitiche,
organelli subcellulari, enzimi intracellulari contee NADPH ossidasi, xantina

ossidasi, etc oppure durante fenomeni flogistici.

« Esogenecome: alcuni farmaci, radiazioni, transizioniiahi metallo, danno da
alterazioni circolatorie polmonari (ischemia-ripesione), inquinamento
ambientale con particelle inorganiche come asbgstzo, silice, gas di scarico,

pesticidi ma anche e soprattutto a causa del fursigaretta.

La vita dei radicali liberi € molto breve e si sy@lnelle immediate vicinanze della sede

di produzione. In condizioni fisiologiche la cebumantiene al suo interno uno stato
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riducente grazie ad un bagaglio di enzimi e mokecbke controbilanciano la produzione
di ROS, guesti vengono defingistemi antiossidanti

Si conoscono due classi di antiossidanti:

- antiossidanti non-enzimaticome: la vitamina A, C ed E, ma anche i poliferwoine
flavoinoidi e procianidine, e inoltre fanno parteqiiesto gruppo anchgcarotene e
glutatione;

- antiossidanti enzimaticcome: la superossido dismutasi (SOD), la catalasne
ossigenasi-1, le perossiredossine, le tioredosslagylutaredossine e poi vi € il sistema
redox del glutatione-perossidasi che comprendeagiotato cistein-ligasi, glutatione
reduttasi, glutatione perossidasi, glucosio-6-flastieidrogenasi.

Queste due classi di antiossidanti spesso lavaratamdem.

Il tessuto polmonare e diverse cellule inflammaomostrano differenti profili
antiossidanti. Tutte le principali malattie infiaratarie come asma, BPCO, fibrosi
polmonare idiopatica, ARDS, interstiziopatie e thspe broncopolmonari condividono
la caratteristica comune di un alterato rapportidasti/antiossidanti. Questo avviene
perché se la generazione di ROS eccede la capatitgsidante della cellula stessa, o
si verifica una diminuzione dei meccanismi di dsificazione, si viene ad instaurare
una condizione patologica che prende il nomstidiss ossidativq20). L'espressione
“stress ossidativo” e stata introdotta per la privolta nel 1989 da Sies che lo defini
proprio comeuno squilibrio tra la produzione di specie radiadle dell’ossigeno e i

sistemi di difesa antiossidanti

Tutte le classi di molecole biologiche sono potahzargetsper 'attacco dei radicali
liberi: proteine, lipidi, basi azotate del DNA pos® essere ossidate o comunque subire
modifiche dovute ai meccanismi innescati dallosgressidativo.

L’anione superossido e i suoi derivati possono dggrare i costituenti extracellulari del
tessuto connettivo inducendo la depolimerizzaziarel'acido ialuronico e la
frammentazione di proteoglicani e collagene; e tuésconsiderato il piu significativo
danno tissutale di tutto il processo inflammatoAache l'al-antitripsina puo diventare
substrato di sostanze ossidanti che rapidamenteanss un residuo di metionina
portando alla sua inattivazione (21), e se questasgociato ad un’attivazione

dell’elastasi, espone i tessuti all’azione non aaldta di questo enzima. A livello delle
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cellule endoteliali ed epiteliali, il danno da asiti puo deteriorare anche la funzione di
barriera alle macromolecole. Inoltre b&> e 'O~ possono causare la produzione di
potenti chemotossine o aumentare l'adesione desot@ti all’endotelio attraverso
I'attivazione della trascrizione genica delle inieg mediata dal fattore nucleare Nf-
kappaB. L'HO, inoltre, essendo una molecola dotata di stabitég@giore rispetto alle
altre specie reattive dell'ossigeno, e stato vest®ere causa specificamente di un danno
al DNA attraverso un meccanismo ferro e rame dipete (22), ioni metallici
indispensabili per la produzione di ROS dannosbdse all’entita del danno ossidativo
a carico del DNA, le cellule possono andare inaatnecrosi o apoptosi. | ROS infatti
possono portare alla rottura dei filamenti (dopgirgoli), o alla formazione di legami
crociati DNA-DNA o DNA-proteine, allo scambio deioenatidi fratelli, o anche alla
modificazione delle basi azotate. Tutti e quattnoucleotidi, infatti, possono subire
modificazioni ossidative, anche se le pirimidinggsina e timidina) sembrano essere le
piu suscettibili ai processi di idrossilazione,usarzione, apertura o condensazione
dell'anello imidazolico. Quindi il DNA, oggetto dissidazione, puo subire svariati tipi
di alterazioni ossidative e queste inibiscono ersibilmente i processi di trascrizione,
traduzione e replicazione del DNA portando ancha ptematura senescenza o alla

morte cellulare.

Il fumo di tabacco, come gia citato, € gia di peusa potente sorgente di ROS e in piu
numerosi studi suggeriscono che i fagociti, ma anchacrofagi alveolari e i PMN del
sangue periferico dei fumatori producono, in cexadizioni, quantita maggiori di
specie reattive dell’ossigeno e questo non pudidaere ulteriormente le capacita anti-
ossidanti delle cellule. La BPCO, abbiamo gia detdsere caratterizzata da un forte
infiltrato di cellule immunocompetenti come neutiicé macrofagi quindi nei fumatori
la maggiore produzione localizzata di ossidanti plad origine ad una cascata che
propaga la risposta inflammatoria e culmina neliatrdzione del tessuto, nel
malfunzionamento d’'organo e nell’accelerato invemeciento polmonare che sono
caratteristici proprio di questa malattia (23) (£29) (26) (20) (Figura 3).
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Figura 4: Le specie reattive dell'ossigeno e dell'azoto (RIN@&rivate insieme da fonti esogene
ed endogene, guidano molte delle vie sia per laBRe per lI'invecchiamento precoce.
RNOS possono reagire con il DNA, portando a danmuali se non corretti inducono a
mutazioni. | meccanismi che impediscono la mutazi@mome i meccanismi di riparazione del
DNA e l'apoptosi, possono essere inibiti dall'attv dei RNOS. Inoltre RNOS possono
contribuire alla suscettibilitd alle infezioni e idare linfiammazione dei polmoni.
L’infammazione puo portare a ulteriori danni cédlii e al DNA, sia attraverso la generazione
di ulteriori RNOS e anche attraverso I'azione dociine e proteasi. RNOS sono in grado di
inibire i meccanismi di protezione, come anti-pasiell danno ai polmoni e riparato da processi
inclusi nella proliferazione cellulare, che pud @ svolta promuovere la senescenza o la
tumorigenesi (87).
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1.3 CicLo CELLULARE , APOPTOSI O
SENESCENZA

1.3.11L CicLo CELLULARE

La capacita di una cellula di dividersi rappresamigprocesso biologico fondamentale

per la vita e lo sviluppo degli organismi viventina cellula si riproduce svolgendo una

sequenza ordinata di eventi in cui duplica i swritenuti e poi si divide in due cellule

figlie. Con la definizionéciclo cellulare” si indica proprio il complesso degli eventi

molecolari che portano una cellula a dividersi e ctellule geneticamente identiche

attraverso il processo dehatosi(Figura 4). Sebbene sia continuo, il processogssere

suddiviso in una serie di fasi ognuna delle quadispnta caratteristiche peculiari pur

continuandosi nella successiva (27):

Fase M in questa fase si rompe l'involucro nucleardpgina il fuso mitotico e i

cromosomi, gia duplicati, dopo essersi dispostiostesso piano (piastra
mitotica), vengono tirati verso le parti oppostdaleellula in modo da costituire
due nuovi set completi. A questo punto si formaratt a ogni set di cromosomi
una nuova membrana nucleare, mentre una strozzsgorpre piu profonda del
citoplasma finisce per dividere la cellula nelleaellule figlie, ognuna delle quali
sara fornita di un corredo cromosomico completdemiico a quello della cellula

madre.

Fase G1 subito dopo essere stata prodotta per mitosicetala entra nella fase
G1 in cui viene completato il corredo di RNA e @iok, che era ridotto rispetto a
guello presente nella cellula precursore prima ghesta andasse incontro alla
divisione;

Fase Sterminata la fase G1, la cellula e pronta a imézia duplicazione del DNA
passando nella fase S. In questa fase, oltre etigizdre il proprio DNA la cellula

continua anche a produrre quantita significativRMNA e proteine;

Fase G2:la cellula continua a sintetizzare proteine en@mntro a un rilevante
aumento di volume, che quasi raddoppia. Al terniinquesta fase la cellula é

pronta a iniziare di nuovo il processo di divisi@mrando nella fase M.
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L’insieme delle fasi G1, S e G2 ¢ collettivamertentificato comenterfase Cellule
vitali e metabolicamente attive che si trovano ma gondizione quiescente, per quanto
riguarda la divisione mitotica (non proliferative)quindi al di fuori del ciclo cellulare,
sono dettén fase GQ Al termine della fase G1 una cellula puo “scegliese proseguire
nel ciclo oppure entrare in ufiase quiescente (G@) durata variabile da ore a giorni
all'intera vita cellulare, a seconda del tipo diua.

p21ciet Cyclin B

pZ?KIpl

psjlipz

P27 . pSTsz
p57kin2 §

Figura 5: Schema del ciclo cellulare e la sua regolazione.
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Sono molto importanti i periodi di tempo della f&&#, fra la fine della mitosi (o lo stato
GO) e l'inizio della fase S, e della fase G2, frieimine della fase S e l'inizio della fase
M poiché qui intervengono i principatheccanismi di regolazioneVi sono dei punti
precisi, definiticheckpointslocalizzati proprio a livello dellgansizioni G1/Se G2/M,
che impediscono l'inizio della fase successivagedstata completata in modo corretto
guella precedente. In questi punti il ciclo celiel@ regolato sia da segnali intracellulari
che da segnali extracellulari provenienti da atelule e che possono favorire o inibire
la proliferazione cellulare (27).

Le cellule eucariotiche hanno evoluto una rete desga di proteine regolatrici note

come*“sistema di controllo del ciclo cellulare” che governa la corretta proliferazione
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cellulare, in questo modo le diverse fasi e glirtvenolecolari ad esse associate sono
cronologicamente determinati e regolati (28).

| tempi e la successione delle varie fasi del ateiulare sono regolati da una famiglia
di proteine chinasi, a loro volta regolate da ségmdracellulari che permettono alla
cellula di adattare il proprio stato proliferatiatle condizioni esterne. Questi enzimi
sono costituiti da unaubunita regolatricela ciclina, e da unaubunita cataliticala
proteinachinasi ciclina-dipendente(Cdk). Le Cdk sono piccole serina/treonina protein
chinasi che richiedono I'associazione in comples®o una ciclina per essere attivate
(28). Nelle cellule animali sono note almeno daigerse cicline e almeno otto diverse
Cdk, che agiscono in varie combinazioni in momgaaiticolari del ciclo cellulare,
fosforilando e quindi attivando o inattivando sffiebie proteine che svolgono funzioni
particolari nelle varie fasi del ciclo. Accanto aegti enzimi, specifichgroteina
fosfatasi defosforilando le proteine fosforilate, le ripgomd alla condizione funzionale
di partenza.

Nelle cellule in divisione l'attivita dei vari tipdi Cdk mostra notevoli oscillazioni.
Queste variazioni di attivita sono causate glettro diversi tipi di regolazione
dell’attivita di questi enzimi (27) (28):

I. fosforilazione/defosforilazione:spesso innescato dalla presenza di danni sul DNA,
richiede I'intervento di specifiche chinasi cheftogano la subunita Cdk a livello di
specifici residui di tirosina con effetti oppoatil&ttivita e di specifiche fosfoproteina

fosfatasi che riportano le Cdk nella condizionealitenza;

ll. degradazione controllata della subunita ciclina:questo avviene ad opera di un
complesso proteolitico cellulare noto cop®teasomache degradando la subunita

regolatrice ne impedisce l'attivita;

. sintesi controllata di Cdk e cicline:questo richiede l'intervento di specifici fattori
di trascrizione che favoriscono la trascrizione gki che codificano per specifiche
cicline e Cdk. A sua volta, la trascrizione deiiggre codificano per questi fattori di
trascrizione € controllata da specifici stimolirexellulari come quelli rappresentati

dafattori di crescitao induttori della divisione cellulareome lecitochine

Iv. azione di specifiche proteine che inibiscono le Cdkjuesto € legato alla presenza
di specifici inibitori delle Cdk capaci di lega@iqueste inattivandole. L@oteine
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Cdk inibitorie (Cdkl) , si dividono in due classi: la prima classe, deimata anche
“inhibitor of CdR o INK, comprende le proteine p16, pl1l5, pl8 e pl9 che son
specifiche per Cdk4 e Cdk6 e ne inibiscono il legate cicline D; la seconda classe
include le proteine p21, p27 e p57 che sono inibgenerali delle Cdk, ma sono in
grado di bloccare specificatamente I'attivita cisica di Cdk4 e Cdk2. In particolare,
la proteina p16 determina il blocco del ciclo cite in fase G1, prima del punto di
restrizione R, andando a inibire I'attivita del qaesso ciclina D1-Cdk4/6. | livelli
della proteina pl6 impongono la soglia dei liveliiespressione della ciclina D
necessari per la fosforilazione della proteina pRbproteina p21 e la proteina p27
svolgono invece la loro funzione controllando EnBizione G1/S, a valle del punto

R e facilitando I'entrata nel nucleo dei complessiina D-Cdk.

L’insieme di questi quattro meccanismi di contraftmdula la presenza e I'attivita di
specifici complessi Cdk-ciclina che determinerarantmro volta, lo stato proliferativo o

di riposo, temporaneo o permanente, di una cellula.

Un altro fattore chiave nella regolazione del cicilulare éla proteina p53. Il gene
oncosoppressore p53 ha un’attivita anti-proliferate puo causare l'arresto del ciclo
cellulare in fase G1 o indurre apoptosi (27). Lat@ina p53 entra in gioco, come freno
di emergenza, quando il DNA é danneggiato da rédiberi dell’ossigeno, radiazioni
ionizzanti, luce UV o sostanze chimiche mutagemé&gli circostanze la proteina si attiva
e va incontro ad importanti modificazioni post-tiatbnali. E stato visto, infatti, che la
proteina p53, normalmente espressa a bassi livelline fosforilata in residui
aminoacidici specifici e questo inibisce il tragpordella proteina dal nucleo al
citoplasma causandone cosi I'accumulo nel nuclam eaumento della sua attivita
trascrizionale oppure la sua espressione puo essegelata dal grado di
ubiquitinizzazione tramite l'ubiquitin-ligasi Mdm2.a proteina p53 integra i segnali
provenienti da una serie di stimoli diversi. Lepaoste cellulari indotte da questa proteina
sono cosi diverse e possono includere l'arrestocddd cellulare, I'induzione di
senescenza, apoptosi o differenziamento e il rigaf®@NA. La maggior parte di queste
risposte cellulari dipendono dalla capacita di gb&gire da fattore trascrizionale. Questa
proteina media l'inibizione della crescita celldanducendo I'espressione di p21, 14-3-
3s, Cdc25C e GADDA45, stimola il riparo del DNA sosindo I'espressione di p21,

GADDA45 e la proteina dello xeroderma pigmentoso, pd@uce I'apoptosi regolando
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positivamente la trascrizione di Bax, PUMA, Nox&3pAlP, PIG3, Fas/APOI/CD95 e
KILLER/DR5. Bassi livelli di stress o di danno aNB inducono livelli di p53 in grado
di provocare l'arresto della crescita cellulare cAhtrario, in condizioni di severo stress
cellulare, gli alti livelli di espressione e statgildi p53 attivano la morte cellulare. E stato
anche proposto che il tipo di attivita di p53 siadiato da specifiche modificazioni post-
traduzionali. Il target trascrizionale preferito pb3 € la proteing21 che inibisce
I'attivita del complesso ciclina E-Cdk2 causandbldcco della transizione fase G1l/fase
S. p21 si lega anche al complesso ciclina D-Cdk&#gnendo la fosforilazione di pRb e
sopprimendo cosi il pathway pRb/E2F (27). Quinéi3,ptramite I'espressione di p21,
provoca l'arresto della cellula in fase G1 o inef&2. Recentemente, é stato dimostrato
che p53 e in grado di attivare anche la senesamiltdare e di impedire la formazione
di cellule aneuploidi. Infine, p53 puo interagirieettamente con le proteine coinvolte
nella riparazione del DNA e con strutture spec#iclel DNA stesso. Quindi possiamo
affermare che la proteina p53 rappresenta un sedstia normale progressione del ciclo
cellulare determinandone il blocco in caso di mationamento, per consentire il
ripristino della normalita. Per questo motivo p53ata definita “guardiano del genoma”
(27).

La divisione cellulare e quindi essenziale perdaravvivenza degli organismi. Per
produrre due cellule figlie geneticamente identjchdONA di ciascuna cellula deve
prima essere fedelmente replicato producendo duie complete, che devono poi essere
equamente distribuite nelle due cellule figlie, icoke ciascuna riceva una copia
dellintero genoma. Ma il genoma €& continuamentangggiato dal metabolismo
ossidativo, da errori nella replicazione del DNAedla mitosi cellulare. In base al livello
ed al tipo di danno, le cellule quindi promuovoneatanismi di riparazione, muoiono

per apoptosi o, altresi, possono diventare sengscpatenzialmente oncogeniche (27).

1.3.2MECCANISMI DI MORTE CELLULARE

Un delicato bilancio regola decisioni di vita ondlorte in una data popolazione cellulare.
L’apoptosi € caratterizzata da alcuni cambiamentifatogici: restringimento della

membrana, condensazione della cromatina nucleaaeanfentazione del DNA e
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formazione di corpi apoptotici. E un processo ragmtia un gruppo di vie di segnale che
possono essere indotte da stimoli interni o este®timoli extracellulari sono
rappresentati da ligandi specifici che legano ietieei responsabili di morte sulla
superficie cellulare e determinano la morte cetlilaStimoli intracellulari sono
rappresentati da stress genotossico, ipossia @zzardi nutrienti, i quali inducono
specifici segnali intracellulari che scatenano dpjosi o la necrosi. Il principale
organulo cellulare responsabile dell’apoptosi irgeica € rappresentato dai mitocondri,

che influenzano le caratteristiche morfologichéutati per la necrosi o I'apoptosi.

Gli effettori chiave della morte cellulare sonaclspasi una famiglia di proteine chinasi
che tagliano substrati proteici in corrispondenizeedidui di acido aspartico (29). Nei
mammiferi sono state identificate 14 proteine afgrenti a questa famiglia.
L’attivazione delle caspasi avviene in genere gradfazione proteolitica di un’altra
caspasi e il sistema si attiva attraverso un mesgen a cascata che culmina

nell’attivazione di proteine che sono essenzialilasopravvivenza cellulare (30).

I meccanismi di apoptosi sono ovviamente finemesgelati. Una famiglia di regolatori
dell’apoptosi sono leroteine B cell leukemigBcl) che possono stimolare o prevenire la
morte cellulare. Questa differente azione diperaldidelli effettivi dei membri pro- e
anti-apoptotici di questa famiglia presenti ne#dluda. Quando le proteine Bcl-2 o Bcl-
XL sono iperespresse, esse possono eterodimerizaarena proteina pro-apoptotica
conosciuta come Bax e prevenire I'apoptosi. Sedevespressione di queste proteine
bassa, si ha 'omodimerizzazione di Bax, che deatariapoptosi delle cellule tramite
la formazione di un poro di permeabilita di traimie nella membrana mitocondriale.

In questo modo vengono liberati il citocromo C euake caspasi.

Le caspasi possono essere attivate da due distadcanismi: I'apoptosi indotta da
recettori di morte o da un segnale intrinseco (ocoitmriale) di morte. Entrambi i

meccanismi portano all’attivazione di simili cagpeBettrici a valle (29). Nel primo

caso, il legame di segnali esterni quali il fattdr@ecrosi tumoralel (TNF- a), FAS-L

e TNF-related apoptosis-inducing ligaf@RAIL) ai recettori di morte localizzati sulla
superficie cellulare, trasduce segnali di mortdenetllule. Questi segnali apoptotici
estrinseci provocano l'apoptosi direttamente aétrsw l'attivazione della caspasi-8,

tramite meccanismo autocatalitico o attraverso egnale mediato dai mitocondri.
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L’attivazione della caspasi-8 attiva a sua volteeataspasi effettrici, come le caspasi-9
e 3. Il secondo meccanismo di attivazione dell'apsiped denominato segnale intrinseco
mitocondriale. | mitocondri sono gli organuli cheogucono la maggior parte
dell’energia delle cellule e giocano un ruolo pnimanella morte cellulare, induzione
dell'apoptosi e necrosi. L'aumento della permeébitiella membrana mitocondriale
provoca il rilascio di proteine apoptogeniche, cadeesempio il Citocromo gt O),
dallo spazio intermembrana dei mitocondri nel @todl Cyt C, insieme al fattore 1
attivante le proteasi dell’apoptosi (Apaf-1) e t@joaspasi 9, forma un complesso che
promuove l'attivazione delle caspasi a valle clevpcano I'apoptosi. Questo complesso
e chiamato apoptosoma e, una volta attivato daadiezjre inducono I'apoptosi, taglia e
attiva la pro-caspasi 3. La caspasi-3 attivataacl& sua volta, specifiche proteine

cellulari e acidi nucleici scatenando I'apopto$)(230).

L’apoptosi € anche regolata dai membri della famiglelle Proteine Inibitrici
dell’apoptosj le IAPs. Fra le proteine che hanno attivita anti-apopéotecentemente e
stata descritta laurvivina, un omodimero di 142 aminoacidi, la piu piccoldeleAPs.

Il gene della survivina € localizzato nel cromosoh7ain posizione 17925 e la sua
trascrizione risulta essere dipendente dal cidloleee (31). La survivina e coinvolta in
varie funzioni essenziali per la cellula, come li#osi, I'apoptosi, la risposta allo stress
cellulare e in diversi meccanismi chiave per I'grita genomica. L’espressione di questa
proteina si riscontra soprattutto durante la fa88M=del ciclo cellulare (31); essa svolge
un ruolo importante nel controllo della divisionglalare attraverso lI'associazione con
la chinasi Aurora B, la proteina INCENMiger Centromere Prote)ne la proteina
Borealin/Dasra B nelchromosomal passenger comgl€82), in cui la survivina é
essenziale per la corretta segregazione cromosoeilea citochinesi (32) (33). La
survivina e inoltre coinvolta nella formazione fledo mitotico, dove puo influenzare la
stabilita dei microtubuli (33), e nella progressodel ciclo cellulare delle cellule
tumorali, promuovendo la transizione G1/S (32). Mupsi studi hanno infatti dimostrato
che I'espressione della survivina protegge le tewrmali o trasformate dall’apoptosi
(33) (34) (35). I meccanismo con cui la proteimaagonizzi la morte cellulare non e
ancora ben chiaro; sembra che la sua funziondizione dell’apoptosi, innescata dalla
via estrinseca 0 intrinseca, sia legata alla syzadath di inibire direttamente o

indirettamente le caspasi. Probabilmente, in rigpasstimoli apoptotici, la survivina
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viene rilasciata dai mitocondri nel citoplasma devkega alle caspasi, come la caspasi-

9, bloccando in questo modo il processo dell’apsi{go).

1.3.3MECCANISMI DI SENESCENZA

Oggi si ritiene che alla base dei processi di ioliemento cellulare esistano geithway
redox-mediati e mitocondrio-dipendenti. Alti livietli radicali liberi e di prodotti della
perossidazione delle membrane lipidiche, infattinasin grado di modulare l'attivazione
di alcuni fattori di trascrizione, direttamente,drante la modificazione di alcuni residui
aminoacidici o indirettamente, mediante la formaeidi ponti sulfidrilici in prossimita
dei binding domainsa livello del DNA; tali modificazioni possono tradiu
nell’attivazione o disattivazione dei fattori dascrizione interessati (Figura 6). E noto
che fattori di trascrizione legati ai processirdiecchiamento cellulare ed alla longevita
come p53, AP-1 e NF-kappaB sono altamente senallalstato redox cellulare (37).

ROS, Infiammazione ed Aging

Stimolo [D[::>

ROS e
Squilibrio redox

Trascrizione fattore | Figura 6: ROS come attivatori
d’attivazione di fattori di trascrizione redox-
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La teoria radicalica formulata da Harman nel 1956, e successivamenmtelhorata da

numerose osservazioni, sostiene infatti che l'ichemento sarebbe il prodotto della
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serie di reazioni ossidative di natura radicalinan( piu bilanciate da un efficiente
sistema antiossidante) in grado di accelerare rad@zione dei sistemi biologici
determinando un’usura somatica. La longevita dipegtabe dunque dall’efficienza dei

sistemi di protezione antiossidante (38).

La senescenza cellularei presenta come un processo cellulare in gradodiirre
I'arresto della proliferazione in risposta a divetanoli quali accorciamento progressivo
dei telomeri, danno al DNA, stimoli oncogenici, ess ossidativi, esposizione a
radiazioni ionizzanti, mantenendo al contempo llulzemetabolicamente attiva. Tale
arresto irreversibile della crescita ha lo scopprdvenire la trasmissione del danno alle
cellule figlie. La sua prima definizione arriva i€)56, ad opera di Leonard Hayflick e
colleghi, i quali dimostrarono che fibroblasti um@animari in coltura possono andare
incontro solo ad un numero limitato di divisioniréa 55) prima dell’arresto irreversibile
della crescita cellulare. Tale limite replicativo ffoi denominato “Limite di Hayflick”
ed e stata la prima dimostrazione che le cellutmgancontro a quella che viene definita
“senescenza replicativa’”, che oggi sappiamo essdimettamente collegata

all'accorciamento telomerico (39) (40).

| telomeri sono una sorta di orologio interno della cellidasi sono complessi dinamici
costituiti da DNA e proteine posti all’estremitai @eomosomi ed hanno lo scopo di
proteggere le parti terminali del DNA conferendabdita cromosomica. | telomeri si
sono sviluppati come risposta ad un “malfunzionawiedella DNA polimerasia che
agisce durante la replicazione. Infatti, la DNAipwrasi richiede un innesco per I'inizio
della replicazione, rappresentato da un RNA pricostituito da 4-6 bp di RNA. Dopo
che il DNA viene replicato, il primer viene degrémlana la polimerasi non e in grado di
riempire il gap, lasciando un tratto mancante sitemita 5’, con conseguente perdita di
materiale genetico. Va da sé che, con l'avanzdta peliferazione cellulare, il numero
di replicazioni effettuate aumenta di pari passo leoperdita di tratti di DNA, portando
alla possibile morte della cellula. | telomeri indggeono che questa “erosione” arrivi al
DNA.

| pathway di regolazione della senescenza cellidar® diversi, i piu conosciuti sono
guelli regolati da p53 e pRB, geni soppressori waioiperattivati nelle cellule
senescenti, che sembrano essere dei veri e promriodori del traffico delle vie che
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regolano il ciclo cellulare. | segnali di attivam® della senescenza, abbiamo detto,
possono essere di varia natura e talvolta cumulatifatti, livelli combinati di stress
intra o extracellulari possono determinare quaeiocemente le cellule vanno incontro
a senescenza. Anche se diversi stimoli possonarida senescenza, essi appaiono
convergere su uno o entrambi i pathway che instaueamantengono attivo I'arresto
della crescita cellulare. p53 e pRB sono dei régadl&rascrizionali che hanno il compito
di gestire una pletora di effettori, a monte e leyalei rispettivi pathway di attivazione
della senescenza. Oltre a p53 e pRB, molti soraiighe subiscono un’alterazione della
loro espressione e molteplici sono i cambiamemizionali e morfologici adottati dalle

cellule senescenti.
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1.4 PATHWAY SRT1/FOXO3 E LA
REGOLAZIONE DEL CicLO CELLULARE

L’invecchiamento € un fenomeno complesso, eteragenenultifattoriale il quale e
conseguenza di differenti interazioni tra geni eb@mte. La senescenzaaging e
definita come il progressivo declino dellomeostake si verifica dopo che la fase
riproduttiva della vita si & conclusa, portandonaincrementato rischio di malattie o di
morte. Nel caso della BPCO, e stato visto che quesiurale processo risulta accelerato
dal continuo insulto causato dal fumo di sigaretta porta a stress ossidativo e ad una
esacerbazione del processo inflammatorio. Quiraticklerato aging e il risultato del
fallimento nell’eliminazione dei ROS, del fallimendei processi di riparazione del DNA
e dell’'accorciamento dei telomeri (41) (42).

Negli ultimi anni, molte molecole anti-aging sondate identificate e il mal
funzionamento o la riduzione dell’'espressione dégte sono considerate proprio una
delle cause del progressivo invecchiamento. Sonalbeumentate molecole anti-aging
le sirtuine, una famiglia di proteine istone deacetilasi cbhetmllano I'espressione di
geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellidadell’'apoptosi, del metabolismo, dei
sistemi di riparazione del DNA e della senesced3a (44). Altre molecole con azione
anti-invecchiamento sono i fattori di trascrizioappartenenti alld&orkhead box O
family (FoxO) che regolano I'espressione di molecole importaeti il processo di
riparazione del DNA e per la regolazione del cmdtiulare e di molecole anti-ossidanti

come la superossido dismutasi e la catalasi (45).

1.4.1 LE SIRTUINE

Negli eucarioti la regolazione dell'espressioneigemvviene mediante meccanismi di
compattamento e decompattamento della cromatinkeamec Nella forma compatta,
eterocromatinasi ha una repressione della trascrizione gerea ivece, € attivata
guando la cromatina € decompattata (in questo sigsarla dieucromatina attraverso
modifiche post-trascrizionali delle code N-termirgggli istoni. Queste modificazioni
sono reazioni di acetilazione e ubiquitinaziondedi$ine, di metilazione delle lisine e

delle arginine, o di fosforilazione delle serinprebabilmente delle treonine.
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L’ acetilazioneé un processo reversibile, catalizzato deghimi istone acetiltransferasi
(HAT) che, trasferendo il gruppo acetile dall’atetenzima A ai residui di lisina
presenti nelle code N-terminali degli istoni, deterano il decompattamento della
cromatina e quindi la formazione di una struttuasdrizionalmente permissiva. La
deacetilazione invece, €& catalizzata dagtinzimi istone deacetilagHDAC) che,

aumentando linterazione DNA-istoni e istone-istonmducono un maggiore
compattamento della cromatina e quindi generano singtura trascrizionalmente

inattiva.

Una famiglia di proteine ad attivita deacetilasgmmo lesirtuine (SIRT). La prima
sirtuina é stata scoperta nel 1984 in lievito ntadresse su questa famiglia di proteine
non e realmente decollato fino a quando e statergas® un effetto sulla durata della
vita, prima nel lievito nel 1997, e poi negli euoérsuperiori, come irCaenorhabditis
elegansnel 2001 e iDrosophila melanogastarel 2004. La natura delle sirtuine come
deacetilasi Nicotinammide Adenin Dinucleotide (NAD+ dipendenti, pero, e stata
riconosciuta nel 2000 e subito é stato risconwattoro intervento nello stato metabolico
della cellula. Negli Eucarioti, la famiglia dellertsine e formata da sette proteine
chiamate SIRT1, 2, 3, 4, 5, 6, e 7. Le SIRT sonstiwote da un dominio centrale
catalitico di 275 amminoacidi, altamente conservetite cellule eucariotiche, capace di
legare NAD+, e da una sequenza N-terminale e/or@ht@le di variabile lunghezza
(Figura 7) che sono responsabili delle diverse netgp biologiche e funzionali di

ciascuna di esse (46).

, , KDa  Figura 7: La famiglia delle
SIRT1 EUCHROMATIN J 62.0 sirtuine.

, ' Le sirtuine 1-7 hanno un
SIRT2 CYTOPLASM 415 dominio catalitico NAD+-
dipendente che puo agire
SIRT3 MITOCHONDRIA 43.6 preferenzialmente come
mono—ADP-ribosyl
SIRT4 MITOCHONDRIA 35.2 transferase (ART) e/o NAD+
P -dependent deacetylase
SIRT5 “MHOCHONDRIA 339 (DAC). Le sequenze N-
terminale e/o C-terminale
HETERO- hanno una lunghezza
SIRT6é mHROMA?TIN 391 Variabile. Le sette sirtuine
mostrano differenti
SIRT7 “NUCLEOLUS 44.8  |ocalizzazioni cellulari (46).
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Le sirtuine sono enzimi ad attivita deacetilasibe agiscono rimuovendo un gruppo
acetile da residui di lisina di substrati proteiai istoni in presenza del cofattore NAD+.

I prodotti di questa reazione sono la nicotinamrrﬂNAM), il substrato proteico 0

N
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Le diverse sirtuine differiscono nella localizzamo subcellulare e nella funzione.
SIRT1, SIRT6 e SIRT7 sono principalmente proteinecleari con una precisa

compartimentalizzazione subnucleare. SIRT3, SIRT8IRT5 sono localizzate nei

mitocondri mentre SIRT2 e prevalentemente citopsra (47). Inoltre ogni sirtuina ha
una caratteristica attivita enzimatica (Tabella QIRT 1, 2, 3, 5 e 6 hanno attivita
deacetilasi NAD+-dipendente (48). Se SIRT7 € o @ama deacetilasi, € stato chiarito
da prove recenti indicando un ruolo importante $ERT7 nella deacetilazione degli
istoni H3K18 (49). La deacetilazione e lattivittupgmportante di SIRT1 e SIRT2,

mentre SIRT4 e SIRT6 hanno un’attivita per lo pioma-ADP-ribosyl transferase.

SIRT3 e SIRT6 possiedono entrambe le attivita (48).
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Sirtuin Activity Location Targets

SIRT1 Deacetylation Nucleus FOXO1, FOX03, PGC-1a, p53.
Cytosol NF-xB, Notch, HIF1a, LXR, FXR,
SREBP1c, etc
SIRT2 Deacetylation Cytosol FOXO1, PEPCK, tubulin, PAR-3
SIRT3 Deacetylation Mitochondria OXPHOS complexes, SOD2, LCAD,
ADP- HMGCS2, GDH, IDH2, PIP2, ACADL,
Ribosylation FOX03, ACSS2, OTC, GLUD1,

NDUFA9, SDHA, ATP5A1, ALDH2,
MRPL10, STK11, HISTH3, XRCC6
SIRT4 ADP-ribosylation Mitochondria GDH
SIRTS5 Deacetylation Mitochondria CPS1
Demalonyation
Desuccinylation
SIRT6 ADP-ribosylation Nucleus H3K9, H3K56
SIRT7 deacetylation Nucleolus

Tabella 2: Attivita e localizzazione di tutte le sirtui(#o).

SIRT1

SIRT1 e una proteina di 747 aminoacidi e presenta tieme(Figura 9): un core centrale
che contiene il dominio con attivita deacetilag@ainoacidi 273-517), ai lati la regione
C-terminale, che contiene una sequenza di 25 arigiadne potenzia I'attivita catalitica
del core, ed N-terminale che presenta elementilatgo e domini di legame per

coattivatori o corepressori di SIRT1 (50) (51).

Catalytic domain
1

NLS NES NLS NES !
3138 138 145 223230 243 425 431 499 747
AT S, -y e E S0 T e Noer
) %, o0 %, o %,
EOSNAN R “% %, ORI s S N A A
K>
% %,
L

Figura 9: Rappresentazione schematica della struttura pcate¢ delle modifiche post-
traduzionali di SIRT151).

SIRT1 é localizzata prevalentemente nel nucleoimasposta a particolari condizioni
fisiologiche o a stimoli, puo essere traslocata ciglplasma attraverso il segnale di
esportazione nucleare (NES). Il successivo traspaat citoplasma al nucleo avviene

attraverso il segnale di localizzazione nucleare)N
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SIRT1 preferibilmente deacetila specifici residmiaoacidici in subunita istoniche quali
la lisina 16 dell'istone 4 (H4K16), la lisina 9 Histone 3 (H3K9), la lisina 56 dell'istone
3 (H3K56) e la lisina 26 dellistone 1 promuovendmsi la formazione

dell’eterocromatina e il silenziamento trascrizien@1).

Le sirtuine hanno la capacita di deacetilare, otthe gli istoni, anche fattori di
trascrizione con conseguente interferenza sullésspone genica. Nella maggior parte
dei casi, questi fattori controllano geni legakaarescita, al ciclo cellulare, all’apoptosi
e al metabolismo energetico. SIRT1 €& in grado dacdelare fattori nucleari e
citoplasmatici coinvolti in un complesgattern proteico implicato nei meccanismi di
riparazione cellulare, dunque il potenziale rualdi-aging di questo enzima sembra
essere valido. Inoltre, una caratteristica delBioshiamento €& I'accorciamento dei
telomeri che proteggono le estremita dei cromosmsiiaccorciano con ogni evento di
replicazione cellulare, fenomeno alla quale si ogomo le telomerasi. E stato visto che
SIRT1 interagisce con le sequenze ripetute telanere promuove la ricombinazione
in diverse regioni cromosomiche, tra cui i telomaricentromeri e le braccia

cromosomiche. Questo effetto dipende dall’attidiédia telomerasi (52).

Le proteine non istoniche substrato di SIRT1 soB8, puclear factor-kappaBNF-
kappaB)peroxisome proliferator-activated receptor gammadatovator 1-alpha(PGC-
la), i fattori di trascriziong~orkhead box protein @QFoxO), liver X receptor(LXR),
PARP, Ku70 énypoxia-inducible factofHIF)-1a (53) (54) (55) (56) (57)[77-81]. SIRT1
gioca un ruolo importante nella regolazione debajosi e del ciclo cellulare
deacetilando p53 e inibendo la sua attivita dictiaeone durante lo stress cellulare.
Questa deacetilasi agisce anche selettivamentesduo di Lys 310 della componente
p65 del fattore di trascrizione Nf-kappaB, portanalta sua inattivazione. Questa
proteina € un fattore dimerico di trascrizione obgola I'espressione di geni coinvolti
nella risposta immunitaria e inflammatoria, neltalfperazione e nel differenziamento

cellulare.

1.4.2 FORKHEAD BOX TYPE O FAMILY

Le proteine Forkhead sono caratterizzate da unmonsbnservato di 100 aminoacidi
chiamato “forkhead box”. Queste proteine funzionaome fattori di trascrizione, e
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partecipano in diversi processi biologici. La Farld family nelluomo é costituita da
39 distinti membri i quali sono divisi in 19 sottagpi: Forkhead box (Fox) A-S (58).

Il sottogruppo FoxO risulta essere molto studiaomammiferi perché i suoi membri
controllano varie funzioni biologiche: I'arrestol aéclo cellulare aicheckpoint€z1/S e
G2/M, la detossificazione di specie reattive dsligeno (ROS), la riparazione del DNA
danneggiato, I'apoptosi, il metabolismo del gluoosila regolazione delle dimensioni
cellulari (59) (45). Poiché la capacita di detasaione dai ROS e di riparare i danni al
DNA e correlata con una maggiore longevita negjaoismi di diverse specie (45) (60),
queste funzioni particolari dei fattori di traseoize FoxO potrebbero essere rilevanti per
il loro coinvolgimento in processi di controllo telongevita.

Il prototipo della famiglia FoxO e stato descrifter la prima volta irCaenorhabditis
elegans come daflg un fattore che e necessario per i processi diugyo.
Successivamente, i fattori FoxO hanno mostratealgere un ruolo simile in organismi
superiori. Nei mammiferi i fattori di trascriziorgel sottogruppo O sono 4: FoxOl
(FKHR), FoxO3 (FKHRL1), FoxO4 (AFX), and FoxO6. Fa%, FoxO3 e FoxO4 sono
ampiamente distribuiti e sono presenti nella magggote dei tessuti (61), mentre FoxO6
@ in gran parte specifico per i neuroni. E stagto/che I'attivita trascrizionale di questi
tre fattori € abbastanza sovrapponibile, ma le@gmsnze del non funzionamento di uno
dei fattori FoxO nei topi sono diverse. Se il topd-oxOlknock outsi ha la morte
dell’embrione a causa di una insufficienza nelliaggnesi; invece i topi FoxOdock
out hanno una insufficienza ovarica prematura, e i@Zknock outnon hanno un
fenotipo particolare (62). Alcune evidenze, inqgltreostrano che ciascuno di questi
fattori pud compensare, in una certa misura, ladifgerdegli altri infatti il non
funzionamento di tutti e tre i fattori porta a lmfi e angiosarcomi ma questo non si
verifica se uno dei tre fattori continua ad essspesso correttamente (62). Ogni fattore
FoxO ha comunque delle attivitd specifiche: FoxGi un ruolo principale nella
regolazione della sensibilita all’insulina, menkexO3 e un fattore importante per la
longevita in invertebrati, topi e uomo (63) (64)&dnche associato con la risposta allo

stress ossidativo ed e considerato un oncosoppes&?) (63).
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L’attivita trascrizionale dei membri del sottograppoxO e regolata da una complessa
serie di modifiche post-traduzionali. In molti gasengono regolati dal pathway di
segnale di insulin/PI3K/Akt. Molti studi, infatttonfermano che Akt puo fosforilare tre

aminoacidi 2 serine e 1 treonina, conservati nerdi fattori FoxO. (Figura 10).

| | Forkhead domain | Transactivation domain
ek oy _— 2 P
RPRSCTW RRRAASM RPRSSSN

Figura 10: Rappresentazione schematica della strutturaatésri FoxO e dei siti conservati di
fosforilazione ad opera di Akt.

| fattori FoxO sono regolati dalla proteina chinddit. La fosforilazione di questi residui
serina/treonina é considerato inibitoria perchdifad’esportazione nucleare e citoplasmatica e
la ritenzione/degradazione dei fattori FoxO. Sdhstrati il dominioforkhead/winged heljx
necessario per il legame al DNA, e il dominio dinsattivazione, necessario per le interazioni
con altre proteine DNA associate (65).

| fattori FoxO possono essere regolati anche atsavla fosforilazione dserum- and
glucocorticoid-inducible kinase-1SGK1) e lkappaB kinase(IKK). Dopo la loro
fosforilazione i fattori FoxO nucleari sono consegnati per I'esportazione nel
citoplasma. Diversi meccanismi mediano questi pagsadi regolazione: la
fosforilazione su un residuo di serina (per Fox@1SR56) situata al C-terminale del
dominio forkhead si verifica all'interno del segaali localizzazione nucleare (NLS) e
questo interferisce con la capacita di NLS di iaggne con un membro della famiglia
delle importine e quindi viene ridotta la possthilche FoxO rientri nel nucleo. Inoltre,
I membri della famiglia di proteine 14-3-3, chéegjano ai motivi di fosfo-serina e fosfo-
treonina, é stato visto essere implicati nslhuttling nucleo-citosplasma di FoxO. Un
altro livello di regolazione puo essere la fostmibne di un motivo conservato all’N-
terminale del dominio forkhead (ad esempio, T2EamO1), che porta al legame delle

proteine 14-3-3, presenti nel nucleo (45) (65).
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Ci sono altri livelli di regolazione comuni ai membel sottogruppo FoxO. E stato visto
che [lattivita trascrizionale di questi fattori eegolata da eventi di
acetilazione/deacetilazione. E stato riportato lteetilazione da parte di p300 riduce
I'affinita di legame al DNA dei fattori FoxO solo arginalmente (45), mentre
destabilizza significativamente il loro legame acleosomi ai quali € avvolto il DNA.
Un legame stabile al nucleosoma € essenziale peffigiente rimodellamento della
cromatina FoxO-mediato, poiché questi funzionanoedattori di trascrizione pionieri
in grado di legare la cromatina ipoacetilata e cattapa (45). E ancora, recenti evidenze
suggeriscono che i fattori FoxO possono essereearagolati da microRNA: mirl55,
mir96 e mir21 si pensa possano regolare direttaanéoxO3A, mentre mir205 regola
FoxO3A tramite il suo target a monte, PTEN (66).

FoxO3

La struttura primaria dFoxO3 contiene residui altamente conservati dell’elicd H
(motivo NXXRHXXS/T), il principale elemento di ricmscimento del DNA, che lega il
DNA nel solco maggiore, il quale contiene la maggiarte dei contatti base-specifici
diretti. Recenti studi inoltre hanno rivelato ctee groteina FoxO3 riconoscono due
sequenze consenso: 5-GTAAA(T/C)AA-3’, conosciutame l'elemento che lega i
membri della famiglia Daf-16 e 5’- (C/A)(A/C)AAA(T)AA-3’, noto come la sequenza
insulin-responsivglRE). La struttura cristallina rivela che I'eli¢8 e ancorata in modo
perpendicolare al solco maggiore prendendo amgationon il DNA. FoxO3 contiene
diversi domini cruciali (Figura 11) come un segndiléocalizzazione nucleare (NLS),

un segnale di esportazione nucleare (NES) e unrdormi transattivazione (TA) (67).

Akt/SGK MST1 Akt/SGK Akt/SGK IKKp
T32 5207 5253 5315 5644
[ 1 R [ s ] =0
K242 K259 K271 K290 K569
CBP CBP i ? CBP

Figura 11: Rappresentazione schematica della struttura prategc delle modifiche post-
traduzionali di FoxO3.

Sono mostrati i siti di fosforilazione di serinainina ad opera di Akt/SGK, MST1, IigKe i
residui di acetilazione ad opera di CBP o di noiingte acetil trasferasi. FKH: Forkhead DNA
binding domain; NLS: Nuclear localization signalES: Nuclear export sequence; TA:
Transactivation domain (67).
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Come gli altri membri della famiglia FoxO, latttei di FoxO3 & modulata da
modificazioni post-traduzionali, quali fosforilanie e acetilazione. La traslocazione nel
nucleo e la degradazione di questo fattore ad ogperproteosoma sono regolate dalla
sua fosforilazione tramite vie di segnalazioneutatke divergenti (67). Inoltre FoxO3
puo essere acetilato su 5 residui aminoacidi (K2Z259, K271, K290 e K569) in
presenza di diversi stimoli. L'acetilazione ad @drCREB-binding proteifCBP) puo
modificare la sua attivita di legame al DNA e quina sua attivita di fattore di
trascrizione, che puo essere reinstaurata dalleetizezione SIRT1 mediata (67) (68).
FoxO3 regola positivamente I'espressione di enR®OIS scavengeajuali superossido
dismutasi 2 (SOD2, noto anche come MnSOD) e ca(@&@s FoxO3 risponde allo stress
cellulare (compreso lo stress ossidativo) inducehi@woesto del ciclo cellulare, la
riparazione di danni al DNA e I'apoptosi mediaritaimento dell’espressione dei geni
che controllano questi processi (67). Queste fundono simili a quelle della proteina
soppressore del tumore p53, con cui FoxO3 condiaideni target anti-stress a valle
(69). Inoltre FoxO3 e coinvolto nella regolazione alcuni aspetti del processo
inflammatorio: controlla la risposta delle celldlee regola I'attivazione dei neutrofili
(70), regola RelA/p65, una subunita di NF-kappaB)(7FoxO3 regola anche
'adattamento all'ipossia causata dalla riduziorsllad massa mitocondriale e dal
consumo di ossigeno durante I'attivazione di HOF-E stato visto che FoxO3 ha un
ruolo anche nella regolazione dell’'apoptosi inddtastress ossidativo. Bim, Bcl Xl, Bcl
2, Survivina sono target di questo fattore di tiagmne (72). E stato visto che FoxO3

regola negativamente I'espressione del gene dafavina (73).

1.4.3 SIRT1 E FOXO3: RESISTENZA ALLO STRESS E
SOPRAVVIVENZA CELLULARE

La presenza non controllata dei ROS é associataeesd malattie e all'invecchiamento.
La Sirtuina-1 (SIRT1) favorisce la resistenza agless ambientali, diminuisce i livelli

di ROS, promuove la sopravvivenza delle celluleamdizioni di stress ossidativo e
sopprime l'apoptosi attraverso la regolazione dk®®, p53, p21 e di altre molecole
coinvolte nel danno al DNA e nella sua riparazi@g) (51) (74). E interessante notare
che FoxO3 e altri membri della famiglia FoxO auraewot I'espressione genica

dell’enzima superossido dismutasi (SOD) e protegdercellule dallo stress ossidativo
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in maniera Sirtl-dipendente (68). FoxO3, come ahbigia detto, & acetilato su almeno
5 residui di lisina e proprio il suo stato di atztione regola il suo legame al DNA e
quindi la sua attivita di fattore di trascriziof®ecenti studi hanno dimostrato che SIRT1
e FoxO3 formano un complesso all'interno delleuwtelln risposta allo stress ossidativo
e la deacetilazione di FoxO3 ad opera di SIRT1 autanéa sua capacita di indurre
I'arresto del ciclo cellulare e la resistenza afliiess ossidativo ma va ad inibire la sua

funzione di indurre la morte cellulare (68).

Cio e confermato da un recente studio il quale dinacche il potenziamento dell’attivita
di SIRT1 protegge il polmone dalla senescenza leedluindotta dal fumo di
sigaretta/stress ossidativo regolando FoxO3 ey2fjene pro-senescenza (75). Il fumo
di sigaretta e lo stress ossidativo inducono udazione significativa della proteina
SIRT1 e Fox03. FoxO3, a causa del fumo di sigaretialta essere piu acetilato e questo

proprio per la ridotta attivita di SIRT1 (Figura)12

Figura 12: SIRT1 nella
- regolazione
OXIDATIVE <= dellinfammazione e della
~ senescenza cellulare sotto
stress ossidativo.
Le molecole ossidanti derivate
dal fumo di sigaretta
inibiscono l'attivita di SIRT1
e riducono i suoi livelli di
espressione a causa di
modifiche post-traduzionali.
La riduzione di SIRT1 porta a
una maggiore acetilazione di

Anti-oxidant genes: Pro-inflammatory mediators: ReIA/p65 e Fox0O3, cosi come
MnSOD and catalase IL-6, KC, and MCP-1 a modifiche degli istoni H3 e
Cell cycle arrest: Pro-apoptotic genes: ) P :

021 and GADD45 BIM H4. L'acetilazione di queste
Autoimmunity: molecole porta alla anormale

T and B cells trascrizione di geni pro-
inflammatori, antiossidanti,

pro-senescenza e pro-apoptosi

Cellular, : .
coinvolti nello stress
Senescence ossidativo e nella prematura

senescenza cellulare (51).
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1.5 OBIETTIVI DI QUESTO LAVORO

Il fumo di sigaretta ¢ il principale fattore diciso per la BPCO e le sostanze tossiche e
i radicali liberi che compongono la sua miscelaa urolta raggiunto I'ambiente

respiratorio attivano una serie di meccanismi pategci.

L’obiettivo di questo lavoro e stato verificareulolo del fumo di sigaretta e dello stress
ossidativo da esso indotto nei meccanismi di acagleinvecchiamento polmonare
caratteristico della BPCO. Per questo motivo éastatutata la proliferazione cellulare
delle cellule epiteliali bronchiali stimolate coverse dosi di estratto di fumo di sigaretta
(Cigarette Smoke Extract CSE). Inoltre per evidenziare le cellule senetce

eventualmente trasformate dal CSE é stato studiatonarker di senescenza, fla

galattosidase.

A guesto punto sono stati verificati alcuni markesBvolti direttamente nei meccanismi
di regolazione della sopravvivenza cellulare, quiadstato visto se il CSE agisce
sull’espressione di p21, una proteina Cdk inib&ddkl) coinvolta nel blocco del ciclo
cellulare, e di survivina, una proteina inibitridell’apoptosi (IAP). In questo modo e
stato valutato se effettivamente il fumo di sigaebha un ruolo nell'accelerato
invecchiamento delle cellule epiteliali controllanch modo diretto sia molecole che
inducono il blocco cellulare ma nello stesso tenmpoedendo i meccanismi di apoptosi

regolando molecole con azione anti-apoptotica.

Una volta studiato il ruolo del CSE nella regola&alella sopravvivenza cellulare si €
passati allo studio dei meccanismi anti-invecchiatimelelle cellule epiteliali bronchiali
e del coinvolgimento del CSE in questi. Quindia®tudiato il pathway Sirtl/FoxO3.
E stata valutata I'espressione di questi due fattet nucleo di cellule epiteliali
bronchiali trattate e non con CSE ed é stata aludache l'attivita deacetilasica di
SIRTL1.

Nel passo successivo si € cercato di mettere azimale l'interferenza del CSE nella
regolazione della sopravvivenza cellulare e neigaeismi di anti-invecchiamento nelle
cellule epiteliali bronchiali. FoxO3 e un fattoretdhscrizione che regola I'espressione
di diversi geni coinvolti nei meccanismi studiatiguesto lavoro. Tra questi e stato scelto

il gene della survivina la cui espressione e ragal@gativamente dal legame di FoxO3
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al promotore di questo. Per questo motivo si éigtagroprio come varia il legame di
FoxO3 al promotore della survivina in cellule stiate con CSE.

Gli effetti del fumo di sigaretta sulle cellule ggiali bronchiali sappiamo essere mediati
anche dallo stress ossidativo da esso indottovd?dicare il coinvolgimento del CSE in
guesti meccanismi attraverso proprio I'eccessivapzione di radica.ié stato utilizzato
come stimolo una molecola con attivita anti-ossidafa carbocisteina sale di lisina

(SCMC-Lys), valutando se questa andava a conteagtaeffetti del CSE.
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2. MATERIALIE METODI

2.1 COLTURE DI CELLULE EPITELIALI
BRONCHIALI

Per lo studio sono state utilizzate cellule 16HBIGran BronchiaEpithelial cell ling,

linea cellulare di epitelio bronchiale umano (FeW3) ottenuta per trasfezione con |l
virus a DNA, SV40. Nella cellula trasfettata, questus esprime un antigene, chiamato
T, il quale si lega alla proteina p53 cellularejbé@ndola e quindi causando la
deregolazione del ciclo cellulare. In tal modo édude risultano essere immortalizzate,

cioé acquisiscono la capacita di moltiplicarsi iiimieamente.

. Figura 13: Visione all'invertoscopio
delle 16HBE

Il terreno di coltura utilizzato per questo tipocdillule & iIMinimum Essential Medium
(MEM) (Gibco, BRL, Germany) piadditivi(HEPES MEM aminoacidi non essenziali,
glutamming, 0.5% digentamicinae 10% dsiero di vitello fetald FBS) scomplementato
in bagno termostatato a 56°C per 30 minuti. Un&avpiteparato, il terreno deve essere

filtrato prima di poter essere utilizzato.

Le colture cellulari sono mantenute in un’atmostiaradificata con il 5% di C@e a una
temperatura costante di 37°C. In queste condizeckllule sono fatte crescere per 3
giorni e, una volta raggiunto I'80-90%, il MEM cauditivi e il 10% di FBS é stato

sostituito con un terreno contenente soltanto [Hi%BS. Le cellule sono state trattate
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con estratto di fumo di sigaretta (CSE) a divexsgcentrazioni (10-20%) e con o senza
Carbocisteina (CARBO) per 24 ore. Il tempo di stimz@ne é stato scelto sulla base di

esperimenti preliminari condotti precedentemente.

Allo scadere del tempo previsto per la stimolazisoeo stati raccolti, i pellet cellulari e

i lisati cellulari per effettuare le successivewarioni.

2.2 PREPARAZIONE DEGLI STIMOLI

2.2.1ESTRATTO DI FUMO DI SIGARETTA (CSE)

Gli esperimenti in vitro hanno previsto la stimata®e con fumo di sigaretta. Il fumo
derivato dalla combustione della sigaretta si tr@a stato gassoso, difficile da
utilizzare per la stimolazione, per cui € necessswoiubilizzarlo in un solvente liquido.
Per far questo occorre upampa ad acquanontata ad un rubinetto in modo da creare il
vuoto, unabeuta da vuot@d essa collegata (Figura 14) esatventein questo caso €

stato utilizzato PBS 1X sterile.

Figura 14: Beuta da vuoto durante
I'aspirazione del fumo di sigaretta.

La beuta deve essere pulita e lasciata sotto gip€Aalmeno un’ora in modo da garantire
la sterilita, poiché la soluzione preparata dovra essere aggaicolture cellulari che

rischierebbero la contaminazione. In essa si veré@ml di PBS 1X sterile per sigaretta.
All'interno della beuta, grazie alla pompa ad acalla quale e collegata, si creera |l

vuoto che permettera di aspirare al suo interfunilo generato dalla combustione della
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sigaretta. La sigaretta deve esaurirsi in 3-4 mir@uando il fumo di sigaretta si é
solubilizzato, si procede confidtrazione del CSE tramite filtri da 0.2@m in modo da
eliminare eventuali particelle solide derivate datlombustione della sigaretta e i

microrganismi eventualmente presenti.

L’estratto di fumo di sigaretta deve essere prapgraco prima dell’'uso perché e stato
dimostrato, tramite prove sperimentali, che giaadop paio di ore la potenzialita di

stimolazione della soluzione decade.

Questa soluzione di fumo di sigaretta &€ consideratecentrata al 100%, quindi verra
diluita in modo da ottenere la concentrazione esta (10-20%) direttamente nel terreno
con cui le cellule cresceranno durante il tempetiinolazione. Il CSE prodotto viene
normalizzato valutando ldensita otticaallo spettrofotometro ad una lunghezza d’onda
di 320nm. Questa analisi e stata fatta su tuteegfliatti di fumo di sigaretta prodotti. Dal
confronto dei dati ottenuti & stato visto che |Bedenze di assorbanza tra le diverse
soluzioni analizzate erano veramente piccole eddiandelle densita ottiche osservate
era di 1.37 £ 0.16. Quindi possiamo considerarevdgazioni di concentrazione

trascurabili.

Il fumo di sigaretta potrebbe essere contaminalbededotossina batterica e questo
inficerebbe i risultati ottenuti dalla stimolaziori®er questo motivo, tramite dei comuni
kit commerciali (Cambrex Corporation, East RuthgrféNew Jersey, USA) é stata
valutata la presenza di LPS contaminante il CSEdilaito ed e stato visto che era sotto

il limite di 0.1 EU/mI per cui non é stata ritenuii@vante.

2.2.2CARBOCISTEINA

Diversi recenti studi hanno preso in considerazitegroprieta antiossidanti della
carbocisteina sale di lisina (SCMC-Lys). Questhattié un farmaco mucoattivo la cui
efficacia terapeutica € comunemente attribuita algacita di normalizzare le
caratteristiche reologiche del muco incrementando sialomucine rispetto alle
fucomucine. Tuttavia e stato visto che questo famiea anche effetti antiossidanti come
scavenger di radicali liberi. In questa moleco&dmo di zolfo non € di natura tiolica,

ma e impegnato in un legame tioetereo che nomierdisponibile per I'equilibrio tiolo-
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disolfuro. D’altra parte anche i tioeteri preseiataiotevole reattivita nei confronti degli
ossidanti, generando solfossidi e solfuri.

Il farmaco utilizzato ha una formulazione in polved e stato sciolto in acqua distillata
sterile a una concentrazione dilBl. La concentrazione utilizzata per la stimolazon
delle cellule epiteliali bronchiali & di ™ (concentrazione corrispondente al range
terapeutico comunemente utilizzato), diluendo lluzdone madre direttamente nel

terreno di stimolazione.

2.3 VALUTAZIONE DELLA PROLIFERAZIONE
CELLULARE

2.3.15AGGI0 CFSE

La proliferazione a breve termine delle 16HBE dastalutata mediante daggio di
proliferazione con CFSE Il CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl egtex una
molecola fluorescente lipofilica, in grado di difidere liberamente attraverso la
membrana cellulare. All'interno della cellula i gpi acetati vengono rimossi da esterasi,
convertendo la CFSE in una molecola non piu in grddattraversare la membrana.
Durante la divisione cellulare, quindi, ogni cedldiglia ereditera una quantita di CFSE
che corrisponde esattamente alla meta di quelksepte nella cellula madre, quindi la
sua fluorescenza sara la meta rispetto a quella dellula da cui deriva. Ad ogni
successiva divisione il livello di fluorescenza dimera, permettendo cosi di monitorare,

tramite citofluorimetria, il numero di divisioni kelari.

Per effettuare il saggio, le 16HBE sono state si@cccontate e portate a una
concentrazione di ¥Qellule/ml in PBS 1X sterile e freddo. A questa psossione
cellulare e stato aggiunto CFSE (Invitrogen, Molactrobes) ad una concentrazione
finale di 10uM ed e stato incubato per 10 minugi7a’C. Allo scadere dei 10 minuti &
stato aggiunto un volume di FBS uguale al volumeRfs 1X nella quale erano risospese
le cellule, in questo modo viene bloccata la mareatQuindi le cellule sono state

centrifugate a 1100 rpm per 5 minuti e scartatsuiinatante. Le 16HBE sono state
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risospese in terreno completo con 10% FBS e poatatea concentrazione di 800.000
cellule/ml. A questo punto e stato dispensato lhdaspensione cellulare per ogni
pozzetto di una piastra a 6 pozzetti e poste inkbatore per almeno 5 ore, in modo da
far aderire le cellule al pozzetto. Dopodiché g puocedere con la stimolazione per 24

ore.

Allo scadere delle 24 ore il terreno con gli stim@stato sostituito con terreno completo
al 10% di FBS e la piastra e stata nuovamente postaubatore per 72 ore. A questo
punto le cellule sono state raccolte in tubi FAC&cquisite con citofluorimetréacs
Calibur.

2.3.2SAGGIO CLONOGENICO

Per osservare la crescita a lungo termine delleleadpiteliali bronchiali 16HBE é stato
eseguito il saggio clonogenico. Questo test peantseguire per 21 giorni la crescita
delle cellule precedentemente trattate con gligtim

Per la valutazione della proliferazione occorrootiuze separate in cui analizzare le
diverse condizioni di stimolazione. Quindi le célisono state seminate in piastre a 6
pozzetti, 200.000 cellule in 2 ml di terreno MEMnmaleto con FBS al 10% per ogni
pozzetto. Le piastre sono state poste in incuba@€°C, in atmosfera umidificata con
il 5% CQO e dopo tre giorni, quando la coltura cellularerdoggiunto il giusto grado di

confluenza, si &€ proceduto con la stimolazioneld2 come precedentemente descritto.

E stata preparata una soluzione madre di Agar al s8¥gliendo in autoclave
(Temperatura: 170°C e Pressione 1 atm) 6 g di Bager DIFCO in 200 ml di acqua
distillata. Il saggio clonogenico & stato eseguitopiastre da coltura a 6 pozzetti
(diametro 35 mm) e ogni pozzetto e stato coattatoZml di terreno di coltura con il
10% di FBS e lo 0.5% di Agar, quindi € stata effath una diluizione 1:6 della soluzione
madre di Agar al 3% con MEM completo contenente FBI.0%. Le piastre cosi
preparate sono state opportunamente sigillaténeldi mantenere la sterilita, e poste a

4°C per 24 ore per favorire la solidificazione thadlar.
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Una volta scadute le 24 ore necessarie per la sinone, é stata effettuata la semina
delle 16HBE sui pozzetti coattati con I'Agar. Peainm cosa € stata effettua la
tripsinizzazione delle colture cellulari presengi rdiversi pozzetti. Le sospensioni
cellulari ottenute da ogni pozzetto sono stateaidedn tubi da centrifuga da 15 ml e
centrifugati a 1100 rpm per 5 min. Quindi e stdimimato il surnatante e le cellule sono
state risospese in 1 ml di PBS 1X. Per effettuasaggio clonogenico sono necessarie
50.000 cellule per condizione di stimolazione imRdi terreno di coltura al 10% FBS
allo 0,3% Agar. Pertanto e stata effettua la coptlulare di ogni condizione. Poiché e
necessario ottenere una soluzione di Agar allo h&Btendo da una soluzione madre di
Agar al 3%, é stata effettuata una diluizione dé&ba soluzione madre di Agar al 3%.
Prima della solidificazione dell’Agar, si dispensamer condizione 2 ml della
sospensione cellulare allo 0,3% di Agar con 50.080ule nel rispettivo pozzetto
precedentemente coattato. Avvenuta la solidifiaazidell’Agar, le piastre sono state
incubate a 37°C, in atmosfera umidificata con il 6@2 per 21 giorni e ogni 7 giorni &

stato aggiunto terreno di coltura. Ogni esperimeéngtato condotto in triplicato.

Alla fine del periodo, € stata effettuata, da dwestigatori indipendenti in cieco, la conta
delle colonie cellulari formatesi. Per la conta smtate scelte le colonie cellulari
composte da almeno 40 cellule. Lo strumento d’imdager la conta delle colonie e
I'invertoscopio (phase-contrast microscope Leitzt¥lar, Germany).

2.4 VVALUTAZIONE DELL 'ESPRESSIONE DI R1E
SURVIVINA

L’espressione di p21 e Survivina nelle 16HBE éastatlutata tramite citofluorimetria
utilizzando lo strumento FACS Calibur. | dati sagpressi come percentuale di cellule

positive.

La citometria a flussm citofluorimetria € un sistema analitico che consente I'analisi
automatica di sospensioni cellulari monodisperdgsurandone le caratteristiche fisiche
e/o biochimiche all'interno di un flusso laminaréecinterseca una sorgente di

eccitazione. Per valutare I'espressione di questirdarker proteici abbiamo utilizzato,
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per ognuno di questi, due anticorpi:amticorpo primarioche si lega in modo specifico
alla proteina d’interesse e anticorpo secondarioconiugato con un fluorocromo, che
va a riconoscere l'anticorpo primario. In questodmd’intensita della fluorescenza,
rilevata tramite il citofluorimetro, &€ proporzioeadlla quantita di proteina presente nella
cellula, per cui possiamo valutare se vi € unaetifiiza di espressione nelle cellule

cresciute con stimoli diversi.

Le 16HBE sono state seminate in piastre a 12 ptvzzktina concentrazione di 100.000
cellule/ml e lasciate crescere per tre giorni feloraggiungimento dell’80-90% di
confluenza. Dopodiché le cellule sono state stiteot@me precedentemente descritto
per 24 ore. Allo scadere delle 24 ore sono statite in tubi FACS e quindi iniziata la
marcatura secondo il seguente protocollo:

* le cellule sono state fissate con Paraformaldeldé%a e tenute al buio e a
temperatura ambiente per 20 minuti;

e sono stati effettuati lavaggi con PermeabilizatBuffer (PBS1X, FBS 10%,
sodio azide 0.1%, saponina 0.1%; pH 7.4-7.6) e tqugsermette la
permeabilizzazione delle cellule e quindi il legaded’anticorpo primario alle
proteine di nostro interesse che sono localizZdietarno della cellula;

e e stato aggiunto (l di anticorpo opportunamente diluito: 1:40 |'amtipo
monoclonale creato in topo anti-p21 (Santa Cruk)1€ I'anticorpo policlonale
creato in coniglio anti-survivina (Novus Biologis@il ed € lasciato ad incubare
per 30 min a 4°C;

» e stato effettuato un lavaggio con Staining buffBS1X, sodio azide 0.1%, FBS
10%);

» e stato aggiunto I'anticorpo secondario: per p2d dianticorpo anti-mouse IgG
coniugato con FITC (Dako) e per survivingyl di anticorpo anti-rabbit 1gG
coniugato con FITC (Dako); ed e lasciato a inculpgre30 min a 4°C.

» e stato effettuato un lavaggio con Staining buéfée cellule sono state risospese

in PBS1X pronte per essere acquisite al citofluetim
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2.5 VALUTAZIONE  DELLA  SENESCENZA
CELLULARE : SAGGIO B-GALATTOSIDASE

La limitata capacita di replicare e una definiziaaeatteristica della maggior parte delle
cellule normali e culmina nella senescenza, unim staestato in cui la cellula rimane

vitale. Le cellule senescenti non sono stimoladesalersi e hanno uno specifico profilo

del ciclo cellulare che si differenzia da procelsirresto danno-indotto o dall'inibizione

da contatto. Altre caratteristiche di queste cellabno: una dimensione maggiore,
espressione di attiviti3-galattosidasi pH-dipendente, ed un alterato patter

espressione genica.

by

Il saggio dellap-galattosidasi € un saggio colorimetrico ampiamartikzzato per
individuare le cellule senescenti allinterno diaupopolazione cellulare. Si basa
sull’espressione dell’enzinfxgalattosidasi, un enzima idrolitico che catalifolisi

dei residui terminali d8-D-galattosio nei polisaccaridi tramite la rottale legami beta-
glicosidici. Tale enzima risulta sovraespresso &Helle cellule in fase di senescenza
ed é definito come SRgal (senescence-associat@édalattosidas). L'attivita di questo
enzima é diversa dall’attivita delfagalattosidasi acida che e rilevabile solo a pH K.0
rilevamento della SAgal € molto semplice e si basa sull'utilizzo debstuato
cromogenico 5-bromo-4-chloro-3-indof#b-galactopiranoside anche detto X-gal. L'X-
gal viene scisso dall$-galattosidasi producendo galattosio e 5-bromoefeeB-
idrossindolo. Quest'ultimo & quindi ossidato in'&fbromo-4,4’-dicloro-indaco, un

composto blu insolubile facilmente osservabile alroscopio ottico.

Il saggio e stato condotto utilizzando il kit Serersce-Galactosidase Staining Kit (Cell
Signaling). Le cellule sono state seminate in pgadt 6 pozzetti a una concentrazione
di 20.000 cellule/ml. Trascorsi 3 giorni le celuion devono essere a confluenza poiché
I'inibizione da contatto impedisce I'attivazione llde-galattosidase. Quindi viene
rimosso il terreno di coltura e viene effettuatdawaggio con PBS 1X. A ogni pozzetto
viene aggiunto 1ml drixative Solution 1X10X: 20% fomaldehyde, 2% glutaraldehyde
in PBS 10X) per 15 minuti a temperatura ambientec8ssivamente vengono effettuati

due lavaggi con PBS 1X. A questo punto pu0o essggiumata la soluzione per la
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visualizzazione dell’attivit@-galattosidasica contenente il substrato per lieazK-gal,
la f-galactosidase Staining Solutio®@gni ml di soluzione contiene:
e 930l di Staining solution 1X10X = 400 mM citric acid/sodium phosphate (pH
6.0), 1.5 M NaCl, 20 mM MgCl2);
e 10pl di Staining Supplement @00X = 500 mM potassium ferrocyanide);
e 10pl di Staining Supplement 00X = 500 mM potassium ferricyanide);
e 50 pul 20 mg/ml X-gal in DMF.

Le cellule sono state poi incubate a 37°C per tattette, lavate con PBS 1X e analizzate
al microscopio. Lo sviluppo di una colorazione Istna, dovuta al prodotto di reazione
ottenuto dall'idrolisi di X-gal ad opera dell’enzarp-galattosidasi, € un indice di

senescenza.

2.6 ANALISI WESTERN BLOT PER VALUTARE
L'E SPRESSIONE DISIRT1 E FOXO3

L’espressione della deacetilasi istonica SIRT 1ldatre di trascrizione FoxO3 é stata
valutata tramite la tecnica del Western Blot utdimdo gli estratti proteici, differenziati
per nucleo e citoplasma, delle cellule epiteliatirichiali diversamente stimolate.

Le 16 HBE, dopo essere state stimolate per 24 @mreGSE a diverse concentrazioni e
Carbocisteina, sono state staccate dal substratoedcita con tripsina e raccolte in
provette a fondo conico. Sul pellet cellulare ésstdfettuata la separazione differenziale
delle proteine nucleari e citoplasmatiche utilizzanil NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reager({fBhermo Scientific; Waltham, MA-USA) seguendo il
protocollo della casa produttrice. Questo kit mgéi tre soluzioni: CER IQytoplasmic
Extraction Reagent)] CER 1l Cytoplasmic Extraction Reagent),IINER (Nuclear
Extraction Reageit Al fine di impedire la degradazione enzimatiedle proteine alla
soluzione CER | e NER sono stati aggiunti il cotktagli inibitori di proteasi e fosfatasi
(Roche). | pellet asciutti sono stati risospesi@®® pl di CER I, sono stati vortexati alla
massima velocita per 15 secondi e posti in ghigoerdl0 minuti. Sono stati aggiunti 5,5

pl di CER 1lin ogni provetta e i pellet sono statrtexati per 5 secondi e posti in ghiaccio
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per 1 minuto. Successivamente sono stati vort@eatd secondi e centrifugati a 16.000
g per 5 minuti a 4°C. | surnatanti, contenentitfago di proteine citoplasmatiche sono
stati trasferiti in provette pulite, posti in ghté@ e poi conservati a — 80°C. Ai pellet,
ormai contenenti soltanto i nuclei, sono stati aggi5Opul di NER, sono stati vortexati
alla massima velocita per 15 secondi e messi imogio per 10 minuti. Questo
trattamento e stato ripetuto per 4 volte. | camipiofine sono stati centrifugati a 16.000
g per 10 minuti a 4°C e i surnatanti, contenemstratto proteico nucleari, sono stati
trasferiti in provette pulite, poste in ghiaccip@ conservati a -80°C.

| diversi campioni proteici ottenuti sono stati dtigdramite metodo Bradford e la loro
concentrazione é stata ottenuta dalla misurazielimssorbanza a 595nm cdMallac

Victor multilabel counte(Wallac, Turku, Finland).

Gli estratti proteici nucleari, successivament@osstati sottoposti a una elettroforesi su
un gel di sodio dodecilsolfato-poliacrilamide (SBBGE). | campioni proteici, con una
concentrazione di 30 pg, sono stati caricati su(jelvex, San Diego, CA) con un
gradiente di concentrazione dal 4 al 12% e fatgrare su un campo elettroforetico di
150V costanti. Al termine dell’elettroforesi é sta&tffettuato un elettro-blotting a 80V ad
amperaggio costante e in questo modo le proteine state fissate su una membrana di

nitrocellulosa.

Le membrane cosi ottenute sono state poste inalmziegne di blocking per 1 ora [milk
al 5% in PBS-T (PBS 1X + Tween 20 0.1%)], in modosaturare tutti i siti aspecifici.
Dopodiché le membrane sono state incubate conid@pb policlonale anti-FoxO3
(Santa Cruz) (1:750, overnight) e, il giorno susoces dopo opportuni lavaggi le
membrane sono state incubate per 1 ora con I'apticanti-goat (Santa Cruz) (1:2000).
Dopo stripping (soluzione di stripping: Tris-HCI5M, NaCl 1.5M, 0.01%3-
mercaptoetanolo; posta in bagnetto termostatatsf@ per 30 min), le membrane sono
state incubate con un anticorpo policlonale arf@93Il (Santa Cruz) (1:500; overnight)

e in questo caso I'anticorpo secondario usatoieranbit (1:10000; 1 ora) (Sigma).

Per visualizzare la banda alla quale si sono Igfjanticorpi e stato utilizzato un sistema
di rivelazione per chemiluminescenza (GE Healthc@halfont St. Giles, UK) e quindi

e stata effettuata una auto-radiografia.
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Per normalizzare le differenze del loading proteicstata utilizzata la proteina Lamin
B1 (Santa Cruz; 1:500, overnight; anti-Rabbit 1) daaquale pud essere considerata un
house-keepingoer le proteine nucleari in quanto € una proteoeponente nella

membrana nucleare.

| dati ottenuti sono stati sottoposti ad analisisiometrica e sono espressi come unita
densitometriche arbitrarie in rapporto alla dendéfia banda ottenuta con Lamin B1.

2.7 ANALISI ATTIVITA DEACETILASICA DI
SIRT1

L attivitd deacetilasica di SIRT1 e stata valutatdizzando il kit HDAC Fluorimetric

Assay/Drug Discovery Ki(Enzo Lifesciences, Farmingdale, NY, USA) segueiido
protocollo fornito dalla casa produttrice. Quesib&un sistema di dosaggio completo
progettato per misurare l'attivita degli enzimioisé deacetilasi (HDAC) da estratti
proteici, immunoprecipitati 0 enzimi purificati, iikzando la combinazione del

substrato, Fluor de Lys®, e della soluzione diugyilo, Developer Fluor de Lys®.

Gli estratti proteici nucleari (preparati e dosaime precedentemente descritto) sono
stati immunoprecipitati incubando 30§ di proteine con 3@y di anticorpo policlonale
anti-SIRT1 (Santa Cruz) overnight a 4°C in agitagice poi incubato per 1 ora in

agitazione con la protein G-agarose beads (Sanitz).Cr

Quindi gli immunoprecipitati cosi ottenuti sonotsfeosti in una piastra a 96 pozzetti e,
a questi e stato aggiunto il substrato Fluor degl ys1a molecola che presenta una catena
laterale contenente una lisina acetilata. E las@aincubare per 15 minuti, tempo nel
quale gli enzimi attivi del campione rimuovonorilgpo acetile dalla molecola. A questo
punto é stato aggiunto il Developer Fluor de Lyd® stoppa la reazione enzimatica
poiché contiene Sirtinolo (un inibitore dell’atti@ideacetilasica di SIRT1) e produce un
fluoroforo. La fluorescenza e stata misurata greziein lettore per micropiastre
utilizzando una fluorescenza di eccitazione di 38%nuna fluorescenza di emissione di
460 nm.
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La quantita di substrato deacetilato dall’enzimatenuto negli immunoprecipitati, alla
guale si risale utilizzando una curva standardubdsgato deacetilato a concentrazioni

note, e direttamente proporzionale all’attivital'delzima stesso.

2.8 |MMUNOCITOCHIMICA

Nel lavoro abbiamo anche utilizzato la tecnica’oethunocitochimica allo scopo di
evidenziare la localizzazione del fattore di tremone FoxO3 nelle 16HBE e I'effetto

del fumo di sigaretta sull’espressione dello stesso

Le 16HBE sono state seminate in piastre a 12 pozzktina concentrazione di 100.000
cellule/ml e lasciate crescere per tre giorni feloraggiungimento dell’80-90% di
confluenza. Dopodiché le cellule sono state stileot@me precedentemente descritto
per 24 ore. Quindi le cellule sono state stacaaiatate e 100.000 cellule sono state
spottate su vetrini utilizzando la tecnica del sjim. | vetrini cosi preparati sono stati
fissati per 1 ora con Paraformaldeide al 4%. Doglogle stato effettuato un lavaggio in
TBS1X (Tris-HCI 0.5M - pH 7.6, NaCl 1.5M) e poidellule sono state permeabilizzate
trattando i vetrini con una soluzione di TBS+TritérD,2% per 10 minuti. Quindi sono
stati effettuati due lavaggi con TBS1X e i vetsono stati immersi in ursoluzione di
blocking(0,5% BSA, TBS1X) per saturare i siti aspecifiiquesto punto e stato messo
al centro del vetrino I'anticorpo policlonale creat capra per FoxO3 (Santa Cruz)
diluito 1:20 e lasciato ad incubaoger nighta 4°C. Il giorno seguente, dopo opportuni
lavaggi, per la rivelazione é stato utilizzato LSABako kit (Code N° K0674) (Dako,
Glostrup, Denmark) e Fuchsin Substrate-Chromogestie8y (Dako). Quindi é stata

effettuata una contro-colorazione con ematossgaraevidenziare i nuclei delle cellule.

L’'immunoreattivita é stata valutata da due indipamdoperatori usando un microscopio
Leica (Wetzlar, Germany) a un ingrandimento di 40X.
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2.9 IMMUNOFLUORESCENZA

L’immunofluorescenza, come I'immunocitochimica, & metodo altamente specifico
per la rilevazione di determinati antigeni presestitessuto o nelle cellule da esaminare.
Su una sezione di tessuto o su cellule opportunear@eparate, si pone I'anticorpo
specifico per I'antigene da analizzare. Si possatiizzare sia anticorpi direttamente
coniugati a molecole fluorescenti (fluorocromi, @sl FITC, TRITC, PE, ecc.) ed in
guesto caso si parla di immunofluorescenza direfipiire la reazione antigene anticorpo
viene evidenziata utilizzando un secondo anticoqmmiugato ad un fluorocromo,
specifico per il primo anticorpo, in questo caspasia di immunofluorescenza indiretta.
Il campione cosi “colorato” sara poi analizzato mate microscopio a fluorescenza o

microscopio confocale.

Nello studio questa tecnica é stata utilizzataep&tenziare la colocalizzazione di FoxO3
e SIRT1 nelle 16HBE stimolate e non con CSE al 2086-stimolate con carbacisteina.

Le 16HBE sono state stimolate e spottate su veataniite la tecnica dei citospin come
descritto precedentemente. Le cellule sono stasat in acetone e cloroformio e poi
permeabilizzate immergendole in una soluzione can BSA e 0,05% Saponina in
PBS1X per 5 minuti. Dopo opportuni lavaggi i veitrsono posti per 40 minuti in una
soluzione di blocking3% BSA in PBS1X) per saturare i siti aspecifi@uindi & stato
messo al centro del vetrino I'anticorpo policlonateato in capra per FoxO3 (Santa
Cruz) diluito 1:100 e lasciato ad incubare 1@ C. Successivamente € stato posto sul
vetrino un anticorpo anti-goat coniugato con iloflacromo FITC per 1 ora a 4°C. A
questo punto i vetrini sono stati incubati coneitendo anticorpo primario per SIRT1
(anticorpo policlonale anti-SIRT1 in coniglio Sar@auz) diluito 1:100 e lasciato ad
incubare 1 ora 4°C e dopo é stato utilizzato un anticorpo aattbit coniugato con il
fluorocromo TRIC.

| vetrini sono stati montati con DAPI, che permelitgisualizzare i nuclei, e le immagini

sono state acquisite grazie al microscopio a femeza (ZEISS).
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2.10 CHROMATIN  IMMUNO -PRECIPITATION
(CHIP)

La Chromatin ImmunoPrecipitatioChlIP) € una tecnica che permette di valutare il
legame di una proteina, generalmente un fattoteadcrizione, ad un sito specifico di
DNA. Essa pu0 essere riassunta brevemente nelligestggappe: in primo luogo
vengono fissate le proteine al DNA, dopodiché lautesono lisate in modo da liberare
la cromatina con le proteine ad essa associateidaglucri cellulari, quindi si effettua
una frammentazione della cromatina tramite sonicegi a questo punto Si
immunoprecipita la proteina di interesse medianigol di anticorpi specifici e biglie di
agarosio, successivamente vengono degradate &m@a modo da liberare e purificare
il DNA e infine si procede con una amplificaziored ttatto specifico di DNA alla quale

il fattore di trascrizione d’interesse si € legato.

Questa tecnica € stata utilizzata per determirareele 16HBE stimolate con fumo di
sigaretta il fattore trascrizionale FoxO3 si lefjprmmotore del gene che codifica per
Survivina in modo diverso rispetto alle cellule rtomttate.

E stato utilizzato il kit EZ-ChIP (Upstate - Millipe Corporate - Billerica, MA) seguendo
il protocollo della casa produttrice. Le 16HBE stiate e non con CSE al 20% per 24
ore sono state trattate direttamente su piastraunarsoluzione all’1% di formaldeide
per 10 minuti a 37°C, in questo modo la proteirgatla al DNA viene fissata. Poi le
cellule sono state lisate per liberare la cromatialiinterno della cellula e I'estratto
viene sonicato in modo da spezzettare la crombgeta alle proteine in frammenti con
una lunghezza di 200-1000bp.

A questo punto € stata effettuata una immunopitegiopne. Sono stati aggiunti ai
campioni 6Qul di Protein G Agarose e incubati per 1 ora a 4f@tazione, questo serve
a pulire la cromatina da legami aspecifici conifgié di agarosio. Al termine di questo
I campioni sono stati centrifuti a 4000 g per 1 mbine sono stati prelevati pOdi
surnatante, considerati INPUT, cioée I'intera cromeasonicata e non immunoprecipitata
con I'anticorpo di interesse. Il resto del campi@nstato incubato in agitazione a 4°C
overnight con l'anticorpo policlonale anti-FoxO30[g] (Santa Cruz). Il giorno

successivo sono stati aggiuntib@li Protein G Agarose e incubati per 1 ora a 45C i
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rotazione. Dopo dei lavaggi con una serie di sohlizsaline differenti, i frammenti di

DNA sono stati isolati e purificati attraverso coh@ cromatografiche.

I DNA cosi ottenuto e stato sottoposto a PCR usgnianer specifici per la regione del
promotore del gene di Survivina alla quale si |égxO3. | primer sono stati cosi
costruiti. FORWARD, 5 TGA GCT GAG ATC ATG CCA CT'3 e REVERSE, %
CTGGTGCCTCCACTGTCTTT 3.

Sono stati effettuati 35 cicli di amplificazionercib seguente programma:
- denaturazione iniziale a 94°C per 5 minuti;
- denaturazione a 94°C per 30 secondi;
- annealing a 55°C per 35 secondi;
- extension a 72°C per 45 secondi;

- final extension a 72°C per 5 minuti.

| campioni sono stati sottoposti a elettroforesigall di agarosio al 2% e le bande

evidenziate tramite SYBR Green (Invitrogen) e ladgbV.

2.10 STATISTICA DEI DATI

L’analisi dei dati & stata effettuata utilizzantieaftware StatView. | dati sono espressi
come media * deviazione standard. La comparazioaelet diverse condizioni
sperimentali sono valutate tramite paired T test0.85 sono accettate come

statisticamente significative.
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3. RISULTATI

3.1 IL CSE RIDUCE LA PROLIFERAZIONE
CELLULARE

Il primo obiettivo di questo lavoro e stato la valzione dell’effetto del fumo di sigaretta
sulla proliferazione cellulare. Quindi e stato #ffato un saggio di proliferazione a breve
termine (72 ore) utilizzando la molecola lipofil&SE Carboxyfluorescein Succinimidyl
este). Dall'analisi citofluorimetrica delle cellule titate per 24 ore con CSE, é stata
riscontrata una riduzione della crescita cellularenodo dose-dipendete rispetto alle
cellule non trattate. | campioni di cellule co-stiate con CSE al 10% e carbocisteina
(CARBO) hanno mostrato un significativo aumentdaletescita cellulare rispetto alle
cellule stimolate esclusivamente con CSE (Figunam® cio non avviene se le cellule
sono stimolate con CSE 20%.

>

150 -

a Figura 15: Effetti del CSE e della
. carbocisteina sulla proliferazione
cellulare di 16HBE utilizzando il
saggio CFSE.
(A) Istogramma con la % di
cellule con meno CFSE. I risultati
sono ottenuti da 5 esperimenti
replicati e sono espressi come
mediaxDS. *P<0,05. (B)
Histogram plots rappresentativo
dell'analisi citofluorimetrica:
curva rossa = non trattato (NT);
curva nera = CSE 10%; curva
verde = CSE 20%; curva azzurra =
Carbocisteina 1tM; curva blu =
Carbocisteina + CSE 10%;
curva gialla = Carbocisteina +
CSE 20%. Gli istogrammi
citofluorimetrici vanno letti al
contrario poiché la crescita
cellulare e inversamente
proporzionale alla % di cellule
positive per CFSE.
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Sulla base di questi risultati e stata valutataréscita cellulare nel medio termine (21
giorni di coltura) attraverso la tecnica del sagganogenico. | dati ottenuti confermano
una riduzione della proliferazione cellulare, in donodose-dipendente, nelle cellule
stimolate con CSE. La presenza di un anti-ossigdatearbocisteina, risulta essere
efficace nel contrastare gli effetti del CSE sid@% che al 20%, incrementandone |l
numero di colonie cellulari (Figura 15).

2000+ *

Figura 16: Effetti del CSE e della
carbocisteina sulla
proliferazione  cellulare  di
16HBE utilizzando il saggio
clonogenico.

L'istogramma mostra il numero
di colonie contate per singola
condizione. | risultati sono
ottenuti da 5 esperimenti replicati
e sono espressi come media + DS.
*P <0,05

Number of colonies

3.21L CSEAUMENTA L 'ESPRESSIONE DI R21E DI
SURVIVINA

Il fumo di sigaretta quindi induce un arresto deltascita cellulare. Per capire in che
modo il CSE entra in gioco in questi meccanismbiaimo scelto di valutare, nelle
16HBE stimolate e non con differenti concentrazidnCSE, I'espressione di p21, un
inibitore di Cdk e quindi un regolatore della preggione del ciclo cellulare. | dati
mostrano un aumento di espressione di questa paobeille cellule stimolate con CSE
in modo dose-dipendente. Diversamente, se le eeoho co-stimolate con CSE e
carbocisteina, i livelli di p21 si riducono rispetalla condizione col solo CSE,
confermando che il fumo di sigaretta regola il @ickllulare promuovendone l'arresto

attraverso un’attivita ossidante (Figura 17).
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A 150+ *

* Figura 17: Effetti del CSE e
* della carbocisteina
sull’espressione di p21 in
16HBE.

(A) Istogramma che
rappresenta la % di cellule
positive a p21. | risultati sono
ottenuti da 8 esperimenti
replicati e sono espressi come
media + DS. *P<0,05. (B)
Histogram plots
rappresentativo  dell’analisi
citofluorimetrica: curva rossa
= non trattato (NT); curva nera
B. = CSE 10%; curva verde =
1 CSE 20%; curva azzurra =
Carbocisteina 1éMm;
curva blu = Carbocisteina
+ CSE 10%; curva gialla =
Carbocisteina + CSE 20%.
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504

% GATED - p21
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La cellula che subisce un danno innesca, comezwooke, meccanismi che bloccano il
ciclo cellulare. Una volta che essa e arrestafa oedscita, il danno puo essere riparato
con successo e quindi la cellula ricomincia a mbdarsi ma se il danno non viene
riparato essa pud andare in apoptosi oppure riraairerfase Go e assumere le
caratteristiche di cellula senescente. Detto questdta fondamentale anche indagare i
meccanismi apoptotici e quindi abbiamo scelto tliteae I'espressione di Survivina, un
membro della famiglia degli Inibitori dell’ApoptoéiAP), nelle 16HBE stimolate e non
con differenti concentrazioni di CSE. | risultagltianalisi citofluorimetrica mostrano
che l'espressione di questa molecola aumenta inonsgnificativo nelle cellule
stimolate con CSE rispetto a quelle non trattateca-stimolazione delle 16HBE con

CSE e carbocisteina porta a una riduzione deilligesurvivina rispetto alla condizione

65



col solo CSE mostrando ancora una volta che leoceteina e in grado di contrare gli

effetti del fumo di sigaretta. (Figura 18)

150+ *

* z Figura 18: Effetti del CSE e
100 della carbocisteina
sull’'espressione di Survivina
in 16HBE.
(A) Istogramma che
rappresenta la % di cellule
positive a p21. | risultati sono
ottenuti da 8 esperimenti
replicati e sono espressi come
media + DS. *P<0,05. (B)
Histogram plots
rappresentativo  dell'analisi
citofluorimetrica: curva rossa
B = non trattato (NT); curva nera
' = CSE 10%; curva verde =
1 CSE 20%; curva azzurra =
Carbocisteina 1tM; curva
blu = Carbocisteina + CSE
10%; curva gialla =
Carbocisteina + CSE 20%.

504

% GATED - Survivin

FL1-survivin

3.3 1L CSEAUMENTA L 'ATTIVITA DELLA BETA -
GALATTOSIDASI AP HG6

Una volta appurato che il fumo di sigaretta hatefilla proliferazione cellulare, il
passo successivo e stato capire se questo avesseriswolto I'innesco di meccanismi
di senescenza. Per questo € stata valutata Iltattiellaf3-galattosidasj un enzima che
catalizza I'idrolisi dei residui terminali @D-galattosio nei polisaccaridi e la cui attivita

a pH 6 é associata alla senescenza. Stimolandujiglé 16HBE con il 20 % di CSE e

66



stato visto un aumento dellattivigrgalattosidasica mentre aggiungendo al fumo di

sigaretta la carbocisteina si € vista una riduzdirguesta attivita (Figura 19).

A. B. C.

Figura 19: Immagini al microscopio ottico di 16HBE per il tektlla S-galattosidasi.
Il colore blu indica I'attivita dell@-galattosidasi. (A) NT. (B) CSE 20%. (C) CARBO+C3Eb

3.4 IL CSE RIDUCE L’'ESPRESSIONE E
L'ATTIVITA DEACETILASICADI SIRT1

Le fasi successive di questo studio hanno ancheisppeun approfondimento dei
meccanismi molecolari mediante i quali puo agifanho di sigaretta. Per questo, € stata
studiata una proteina largamente conosciuta cometéipa anti-aging”, SIRT1.
Effettuando estrazioni proteiche differenziali regkitoplasma e valutando tramite
western blot I'espressione di questa proteina, rsata riscontrata una riduzione di
espressione della quota proteica nucleare nelleleatimolate con alte concentrazioni
di CSE e invece si ha un recupero di espressiolle cgllule stimolate con CSE e

carbocisteina (Figura 20).

67



A.

SIRT1

(120 kDa)

Lamin Bl
(67 kDa)

B.

2.0+

Expression SIRT1/LaminB1
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Figura 20: Effetti del CSE e

6 della carbocisteina
sull’espressione della
" proteina SIRT1 in 16HBE.
(A) Immagine

rappresentativa di un

W W G— ey s ww—w \Western Blot per SIRT1 e

LaminB1 (Lane 1: NT, Lane
2-3: CSE 10% e CSE20%,
Lane 4: Carbocisteina ™,
Lane 5-6: Carbocisteina +
CSE 10% e +CSE 20%).
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(B) Il segnale corrispondente
T a SIRT1 é& stato semi-
guantificato mediante

scansione densitometrica e
normalizzato con LaminB1. |

risultati sono ottenuti da 5
esperimenti  replicati. [

risultati sono espressi media +
DS.*P <0,05

Successivamente e stato valutato anche l'effettofudao di sigaretta sull'attivita

deacetilasica di questo enzima e i risultati ottemastrano che le cellule stimolate con

crescenti concentrazioni di CSE presentano unaiode dell’attivita di SIRT1 in modo

dose-dipendente e che la carbocisteina riesceteastare I'effetto del fumo di sigaretta
(Figura 21).

SIRT1 ACTIVITY (uM)

Figura 21: Effetto del CSE e della
carbocisteina sull'attivita deacetilasica
di SIRT1 in 16HBE.

Le proteine nucleari sono state
immunoprecipitate con un anticorpo
specifico per SIRT1 e poi utilizzate per
valutare l'attivita di questa deacetilasi
istonica. | dati sono espressi come
micromoliSD (n=5) utilizzando come
riferimento una curva dello standard
Fluor-de-Lys deacetilatqfornito dal
kit). * P < 0,05
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3.5 IL CSERIDUCE L'ESPRESSIONE DIFOXO3

Dalla letteratura attuale si evince che l'attiviaSIRT1 e strettamente collegata alla
funzionalita di FoxO3. Per questo motivo e statiteda, tramite western blot, la sua
espressione all'interno del nucleo di 16HBE stintmkEnon con CSE, riscontrando una
riduzione della quota nucleare di questo fattore tdiscrizione in relazione
all'esposizione al fumo di sigaretta. Le cellulestonolate con carbocisteina e CSE,
invece, hanno mostrato una minore riduzione dgltessione nucleare di FoxO3 (Figura
22).

A. 1 2 3 4 5 6

gg)ég:) PR S e e s Figura 22: Effetti del CSE e
della carbocisteina

Lamin B1 sull’espressione della proteina

(67kDa) W S SR S FoxO3 in 16HBE.

(A) Immagine rappresentativa
di un Western Blot per SIRT1
e LaminB1 (Lane 1: NT, Lane
2-3: CSE 10% e CSE20%,
Lane 4: Carbocisteina ™,
Lane 5-6: Carbocisteina + CSE

T 10% e + CSE 20%)(B) Il
segnale corrispondente a
FoxO3 & stato  semi-
quantificato mediante
scansione densitometrica e
Qolo Qolo
¥

B. *
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o

pe2°

normalizzato con LaminB1. |
risultati sono ottenuti da 5
esperimenti replicati e sono
espressi come media + DS.
*P<0.05

Expression FOXO3/LaminB1
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Inoltre e stata valutata la localizzazione di qodattore di trascrizione utilizzando la
tecnica dell'immunocitochimica. Le immagini (Figu2d) mostrano che nelle 16HBE
non stimolate con CSE, FoxO3 si trova prevalenteeneel nucleo ma nelle cellule

esposte al CSE 20% per 24 ore questa proteinaegaltente ridotta.
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Figura 23: Immunocitochimica di 16HBE marcate con anticorpedfico per FoxO3.
Valutazione dell’'espressione di FoxO3 in 16HBE M) ¢ stimolate con CSE al 20% (B).

3.5 IL CSE RIDUCE L’ESPRESSIONE DI SIRT1
NELLE 16HBE E CONTEMPORANEAMENTE
AUMENTA LA TRASLOCAZIONE DI FOXO3 NEL
CITOPLASMA

Utilizzando la tecnica dellimmunofluorescenza é atst possibile vedere

contemporaneamente la localizzazione di SIRT1 é@RBaxelle 16HBE stimolate e non
con CSE al 20% e nelle cellule co-stimolate con @SEarbocisteina. Le immagini

(Figura 24.A) mostrano che le 16HBE non trattate fumo di sigaretta presentano
SIRT1 (colorato in rosso) ben evidente nel nucldm®O3 (colorato in verde) sia nel
nucleo che nel citoplasma. Nelle cellule stimolage 24 ore con CSE al 20% SIRT1
scompare dal nucleo mentre FoxO3 risulta maggioten@spresso nel citoplasma
(Figura 24.B). Il trattamento con carbocisteinatcasta I'effetto del fumo di sigaretta
tanto che le cellule mostrano SIRT1 nel nucleo 8O normalmente espresso nel

nucleo e nel citoplasma (Figura 24.B).
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Figura 24: Immunofluorescenza di 16HBE marcate con anticdtporescenti specifici per
FoxO3 (verde) e SIRT1 (rosso).

Valutazione della localizzazione di FoxO3 e SIRM116HBE NT (A), stimolate con CSE al
20% (B), stimolate con CSE 20% e carbocisteina (C).

3.4 IL CSE RIDUCE IL LEGAME DI FOXO3 AL
PROMOTORE DI SURVIVINA

| risultati finora mostrati hanno evidenziato ch€8E é direttamente coinvolto sia nei
meccanismi di regolazione della sopravvivenza t@kuche nei meccanismi anti-
invecchiamento. | diversi pathway coinvolti in gtigorocessi spesso si intrecciano gli
uni con gli altri ed e quello che succede con For@Rirvivina. Il primo infatti legandosi

al promotore del gene di Survivina regola negatimai® la sua espressione. Per questo
motivo, utilizzando la ChIP si e studiato proprione varia il legame di FoxO3 al
promotore della survivina in cellule stimolate c@8E. L'immagine (Figura 25) mostra
che FoxO3 si lega in modo meno efficiente al praretdi Survivina nelle cellule
stimolate con CSE al 20%.

Figura 25: DNA corrispondente alla regione del promotore divétina alla quale si lega il
fattore di trascrizione FoxO3 ottenuto tramite ChdRimplificato tramite PCR.
Lane 1: INPUT NT; Lane 2: INPUT CSE 20%; Lane 3:;M&ne 4: CSE 20%
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4. DISCUSSIONE

La Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) @ waelle principali cause di
morbilita e mortalita a livello mondiale tanto dssere considerata la quarta causa di
morte nel mondo. Rappresenta un importante probtiireanita pubblica poiché molte
persone soffrono di questa malattia per anni e ammprematuramente a causa della
stessa o0 delle sue complicanze. L’inalazione dalofuli sigaretta e di altre particelle
nocive causa inflammazione polmonare che si crorécnei pazienti che sviluppano la
BPCO (26). Questa risposta infammatoria cronica paurre distruzione del tessuto
parenchimale (che determina enfisema) e puo depimermali meccanismi di difesa
e riparazione. Queste alterazioni patologiche porta intrappolamento dell’aria nei

polmoni e a una progressiva e non reversibile pgtne bronchiale (1) (2).

La BPCO, pero, presenta diversi fenomeni patologi@ intervengono nell’apparato
respiratorio ma che si estendono ad altri distoettporei i quali la portano ad assumere
carattere di malattia sistemica (24). Gli effeigtamici piu comunemente associati alla
BPCO comprendono: infiammazione sistemica, stressdativo, disfunzione della
muscolatura scheletrica, perdita di peso, anonuai® stato nutritivo ed osteoporosi
(24) (25).Per stress ossidativo si intendono le alteraziemzibnali e strutturali causate
dai radicali liberi dell’ossigeno (ROS). Il fumo thbacco e gia di per sé una potente
sorgente di ROS ma a questi si vanno a sommaredeies reattive prodotte, in
particolare, dai neutrofili iper-attivati nei paatecon BPCO (16). Tutto questo non fa
che ridurre ulteriormente la capacita antiossidaeietessuti colpiti oltre che a causare
danno epiteliale, attivazione dei macrofagi resideglle vie aeree, squilibrio tra proteasi
ed anti-proteasi ed aumentato rischio di svilupmanecro polmonare. Numerosi studi
hanno riportato alterazioni nei livelli di stresssmlativo, citochine circolanti, proteine
della fase acuta e nel livello di attivazione deldlule circolanti nella BPCO (20) (25).
In particolare durante le esacerbazioni acute @0 e stato dimostrato un marcato
squilibrio tra ossidanti ed antiossidanti. Tuttavimssidazione e presente anche in
condizioni stabili di malattia, come dimostrato liagevati livelli di perossidazione
lipidica, un marker dello stress ossidativo, riptirnel siero dei pazienti con BPCO
stabile.
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L’insulto dovuto alle sostanze nocive e ossidaotitenute nel fumo di sigaretta e subito
in prima istanza dall’'epitelio bronchiale che raggenta la prima barriera di difesa delle
vie aeree. Le cellule che compongo questo tessyiszano rilasciando defensine e
muco, il quale risulta essere citoprotettivo poiplgsiede proprieta antiossidanti che
forniscono uno schermo protettivo contro il fumaidjaretta e gli inquinanti atmosferici,
ma anche coordinando l'inflammazione locale edpasta immune tramite il rilascio di
citochine e chemochine. L’insulto dovuto al cordaton queste sostanze tossiche crea
danni alla singola cellula che reagisce innescageiomeccanismi di riparo quali
detossificazione da ROS, blocco del ciclo cellulargparo del DNA ma il protrarsi nel
tempo della presenza del fumo porta a un rallerméon@ questi meccanismi di difesa
interni e quindi la cellula potrebbe subire delledificazioni strutturali e morfologiche
che la condurrebbero a morte per apoptosi opptnastormarsi in cellula tumoralea

diventare una cellula senescente.

L’ agingé un complesso processo multifattoriale per cuegginti in grado di determinare
la senescenza della cellula si sovrappongano asilixelli: le modificazioni molecolari
occorrenti in corso di invecchiamento conduconaléelazioni cellulari le quali, a loro
volta, contribuiscono all’insufficienza del sisteraecui appartiene ed alla senescenza
dell'organo. Una delle principali cause che conmoor a determinare le numerose
alterazioni morfo-funzionali proprie dedigingsembra essere proprio il danno ossidativo
che si instaura a caudauno squilibrio tra la produzione di ROS e I'aitid di difesa dei
sistemi antiossidanti (di tipo enzimatico e nogali possono risultare deficitari sia per

consumo degli stessi che per una loro ridotta Sirg8s).

Nostri studi precedenti (76) (77) (78) hanno avadme obiettivo proprio lo studio degli
effetti del fumo di sigaretta su una linea di ciellapiteliali bronchiali, le 16HBE, e di
dimostrare se una molecola con attivita mucolitoane la carbocisteina sale di lisina
(SCMC-Lys) pu0 contrastarli. Diversi recenti stutlanno dimostrato [I'effetto
antiossidante della carbocisteina nei confronti@=tlo ipocloroso (79), quest'ultimo
capace direttamente di ossidare i residui di materpresenti nelti1-antitripsina,
inattivando cosi il principale meccanismo di regalae dell’elastasi. La carbocisteina
si € dimostrata inoltre in grado di proteggeraila&ione mucociliare dal danno provocato
dall'azione ossido-riducente dell’'ozono (80). Uiadso clinico condotto su 40 soggetti
con BPCO riacutizzata, di cui 15 trattati con SCM-2,7 g/die per via orale per 6
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mesi, ha dimostrato una marcata riduzione delko@+iostano, un marcatore dello stress-
ossidativo, e della IL-6, un marcatore dell'infiamzione, nell'esalato condensato dei
pazienti trattati con SCMC-Lys, rispetto ai liveltiscontrati al momento della
riacutizzazione ed ai controlli non trattati (8@Questo e il primo studio clinico che ha
messo in evidenza le proprieta non solo mucoregglatma anche anti-ossidanti della
SCMC-Lys. Dato il riconosciuto ruolo oncogeneticei ROS contenuti nel fumo di
tabacco queste osservazioni sul ruolo antiossidasitee che muco regolatore ed
antinfiammatorio della SCMC-Lys rivestono una paotare importanza nell’ottica di
una possibile prevenzione della BPCO e del canekrpalmone nei soggetti fumatori ed
ex-fumatori. Proprio a partire da queste evidergg @ sempre piu diffusa l'idea che
I'utilizzo di farmaci anti-ossidanti, agendo suldpicio ossidativo, potrebbero avere
effetti benefici sull'inflammazione sistemica e ndi sull’evoluzione della BPCO.
Anche i nostri studi hanno dimostrato che, nelleutepiteliali bronchiali stimolate con
CSE, la carbocisteina contrasta gli effetti del éudn sigaretta riducendo la produzione
di ROS, aumentando eventi citoprotettivi nella gusi inseriscono GSH e HO-1, e
neutralizzando la riduzione dell'attivita di HDAC-@ovuta al CSE, meccanismo
coinvolto nella corticoresistenza CSE mediata (F®)ltre abbiamo riscontrato anche
un’attivita antinfiammatoria poiché questo farmaictuce I'espressione/attivazione del
TLR4 e l'espressione/rilascio di IL-8, ma anche daemiotassi dei neutrofili e
I'espressione di p21 sempre in cellule epiteliabrizhiali stimolate con CSE (77). La
secrezione di IL-8 e la iper-espressione di p2losentrambe caratteristiche di un
fenotipo senescenza-associato (82). p21 é moltsilsknallo stress ossidativo e puo
giocare un ruolo nei processi cellulari che coigeolo lo squilibrio della proliferazione
cellulare/apoptosi (83). E stato precedentememt®sirato che i macrofagi alveolari e
le cellule epiteliali bronchiali di fumatori hannma ridotta morte cellulare, cosi come
una maggiore espressione p21 citoplasmatica (&4)e Me aeree bronchiali di fumatori
con e senza BPCO, il fumo di sigaretta altera fesgione e la distribuzione sub-
cellulare di p21 (85). Questo evento, a sua vplta, svolgere un ruolo importante nello
squilibrio tra apoptosi, proliferazione e differeaone delle cellule epiteliali bronchiali
che portano a metaplasia squamosa, un’alterazi@ssociata ad un aumento
dell'ostruzione delle vie aeree e quindi alla BPE€On aumento del rischio di cancro al
polmone nei fumatori (85). Il fatto che il CSE aurtid’espressione di p21 nelle cellule

epiteliali bronchiali mentre la carbocisteina egmado di ridurla sostiene il concetto che
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guesto farmaco puo anche essere utile per limigasenescenza indotta da esposizione
al fumo di sigaretta.

L’obiettivo di questo studio e stato proprio quetioindagare ulteriormente su questi
meccanismi valutando precisi marker di senesceelhalare e meccanismi molecolari
associati ad attivita anti-aging, come il pathwdiRBl/FoxO3, ma anche [lattivita

proliferativa e i processi apoptotici delle celldgmolate con fumo di sigaretta e di
verificare se anche in questo caso la carbocisteinagrado di contrastare I'effetto del

fumo di sigaretta.

by

Per prima cosa € stata valutata la proliferazioake dcellule epiteliali bronchiali
sottoposte a estratto di fumo di sigaretta (CSER@deore. Sono state usate due diverse
tecniche: il saggio CFSE e il saggio clonogenicel primo caso viene valutata una
crescita a breve termine (72 ore) mentre nel secoado le cellule vengono monitorate
nella crescita per 21 giorni. In entrambi i casiata osservata una significativa riduzione
della crescita cellulare dovuta alla stimolaziona €SE dimostrando in questo modo
che il fumo di sigaretta induce un blocco del ciobtiulare e che questo blocco e stabile
nel tempo (Figura 15-16). Andando ad analizzaret® della co-stimolazione con
carbocisteina é stato riscontrato un aumento getiiferazione delle cellule che erano
state stimolate con CSE al 10% sia nel breve texrcie in tempi piu lunghi. Per quanto
riguarda invece le cellule stimolate con concembrézdi CSE piu elevate, nel breve
termine non sono riscontrabili significativi migtamenti nella crescita cellulare grazie
alla carbocisteina ma nel lungo termine la celligsce a recuperare il danno. Tutto
questo concorda con I'aumento, CSE mediato, deligssione di p21, un inibitore delle
Cdk che e direttamente coinvolto nel blocco deloc{@7) e con la riduzione di questo
regolatore grazie all’azione della carbocisteinain@i possiamo dire che il fumo puo
intervenire direttamente nel controllo della pragiene del ciclo innescando
meccanismi che portano al suo blocco (Figura 1Blocco del ciclo cellulare da alla
cellula tempo per poter riparare il danno e qupadiricominciare a riprodursi dando vita
a cellule figlie non contenenti errori. In basdiallo ed al tipo di danno, pero, le cellule
potrebbero non riuscire a ripararlo e quindi posspromuovere meccanismi di morte
per apoptosi oppure possono diventare senesceotenzialmente oncogeniche. Proprio
per questo motivo in questo lavoro e stato esmoaatche il meccansimo apoptotico

prendendo in esame I'espressione di una proteiti@poptotica, la Survivina. Questa
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proteina é risultata essere maggiormente espre#isecellule stimolate con CSE quindi
sembra che il fumo intervenga negli eventi apoptaothpedendo la morte cellulare.
Anche questo meccanismo, pero, viene contrastatmoelaattamento con carbocisteina

che va a ridurre I'espressione di survivina (FiglL@a

Poiché le cellule epiteliali bronchiali a causa €fleého di sigaretta risultano essere
bloccate nella crescita e non in apoptosi, si @teolalutare se queste presentavano un
fenotipo senescente. L'attivita dell’enzima betdagiasidasi a pH 6 e considerato un
marker della senescenza cellulare. | risultatineitiernostrano che le cellule trattate col
fumo presentano un’aumentata attivita di questan@mzma nello stesso tempo la

carbocisteina riduce l'effetto del CSE (Figura 19).

E stato dimostrato che SIRT1, una proteina antiggé coinvolta nei meccanismi che
aumentano la resistenza allo stress ossidativo €/5he anche FoxO3 regola
I'espressione genica antiossidante nei polmoniogiot esposti a CSE, tanto che
alterazioni dell’espressione e dellattivita di gtee fattore di trascrizione riducono
I'espressione di geni antiossidanti (86). SIRT&ua volta, controlla I'attivita e i livelli
di espressione di FoxO3 deacetilando specifici sesidui aminoacidici (75) (86). E
interessante notare che la proteina FoxO3 e aratt@pesta ad ossidazione, e questo
puod essere un altro meccanismo di alterazione FalifEhdente della trascrizione
genica in risposta all’esposizione al fumo di sagr (86). Quindi in questo lavoro
abbiamo valutato se il fumo di sigaretta riducespiessione e I'attivita di SIRT1 nel
nostro modello sperimentale ma anche se ha efteiliespressione e [attivita
trascrizionale di FoxO3. Come era atteso, le 16HBiBolate con CSE mostrano una
riduzione dell'espressione nucleare e della aftigigacetilasica di SIRT1 in modo dose-
dipendente (Figura 20-21). Per quanto riguarda BpxDche I'espressione di questo
fattore di trascrizione e risultata sensibile @lemolazione con CSE (Figura 22). Gli
effetti negativi del CSE su SIRT1 e FoxO3 sono @&stati dalla carbocisteina, la quale
ne aumenta I'espressione e l'attivita (Figura 20,22). Diversi studi mostrano anche il
ruolo di FoxO3 nella regolazione dell’apoptosi ittdada stress ossidativo. Bim, Bcl XI,
Bcl 2, Survivina sono target di questo fattore@strizione (72). E stato visto che FoxO3
regola negativamente 'espressione del gene daehavena (73) e in questo lavoro
abbiamo voluto verificare se il fumo di sigarettderferisse con questa regolazione

giustificando anche il riscontrato aumento dellresgione di questa molecola anti-
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apoptotica in relazione alla stimolazione con CBEeffetti, i dati ottenuti dalla ChIP
(Figura 25) mostrano proprio che il fumo di sigaetduce il legame di FoxO3 al
promotore del gene della survivina la cui trasong in questo modo non viene bloccata.
Poiché la maggiore acetilazione del fattore diciasone FoxO3 ha come conseguenza
I'assunzione di una conformazione proteica menmeafél legame col DNA possiamo
speculare che la riduzione dell'attivita deaceidiasli SIRT1, ad opera del CSE, che ha
come target anche FoxO3 porta ad avere un aumetitacdtilazione di questo fattore

il quale non puo svolgere correttamente la suwit@ttili regolazione della trascrizione.

Possiamo concludere dicendo che il fumo di sigarett sicuramente coinvolto
nell'induzione della senescenza in cellule epilidiignchiali bloccando il ciclo cellulare

e impedendo I'apoptosi cellulare. Inoltre va a@rate anche il pathway SIRT1/FoxO3
che €& un tipico meccanismo anti-aging. Tutto quesgiene contrastato dalla
carbocisteina, un farmaco con effetti anti-ossidantjuesto porterebbe a pesare che
I'effetto deleterio del CSE su questi meccanisrairsiediato dallo stress-ossidativo da
esso indotto. Nel loro insieme i dati qui presensapportano un ruolo del farmaco
carbocisteina come anti-aging nei fumatori ancheueesti risultati dovrebbero essere

confermati da studi in vivo su soggetti fumatofe#tf e non da BPCO.
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