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Summary

SUMMARY

The myocardial response to mechanical stretch (Frank-Starling law) is an important
physiological cardiac determinant. Modulated by many endogenous substances, it is
impaired in the presence of cardiovascular pathologies and during senescence. Catestatin
(CST: hCgA352-372), a 21-amino-acid derivate of Chromogranin A (CgA), displays
hypotensive/vasodilatory properties and counteracts excessive systemic and/or intra-
cardiac excitatory stimuli (e.g., catecholamines and endothelin-1). CST, produced also by
the myocardium, affects the heart by modulating inotropy, lusitropy and the coronary tone
through a Nitric Oxide (NO)-dependent mechanism. This study evaluated the putative
influence elicited by CST on the Frank-Starling response of normotensive Wistar Kyoto
(WKY) and hypertensive (SHR) hearts by using isolated and Langendorff perfused cardiac
preparations. Functional changes were evaluated on aged (18-month-old) WKY rats and
SHR which mimic human chronic heart failure (HF). Comparison to WKY rats, SHR
showed a reduced Frank-Starling response. In both rat strains, CST administration
improved myocardial mechanical response to increased end-diastolic pressures. This effect
was mediated by EE/IP3K/NOS/NO/cGMP/PKG, as revealed by specific inhibitors. CST-
dependent positive Frank-Starling response is paralleled by an increment in protein
S-Nitrosylation, AKT/eNOS/nNOS and PLN phosphorylations. Our data suggested CST as
a NO dependent physiological modulator of the stretch-induced intrinsic regulation of the
heart. This may be of particular importance in the aged hypertrophic heart, whose function
is impaired because of a reduced systolic performance accompanied by delayed relaxation

and increased diastolic stiffness.
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PREMESSA E SCOPO

Lo scompenso cardiaco € una complessa sindrome clinica che subentra quando il cuore ¢
incapace di fornire un sufficiente apporto di sangue ai tessuti, dunque di mantenere una
gittata cardiaca adeguata alle esigenze metaboliche dell'organismo, e di accogliere il
ritorno venoso sistemico (American Heart Association Heart Failure, 2011). E spesso la
conseguenza di una diminuita contrattilita ventricolare, dovuta per lo pit ad una perdita di
cardiomiociti per necrosi o apoptosi. Quando la funzionalita cardiaca € compromessa, ma il
miocardio non é troppo danneggiato, si possono attivare dei meccanismi fisiologici di
compenso al fine di mantenere la pressione arteriosa e la perfusione degli organi vitali. Tra
questi, un importante ruolo compensatorio nelle prime fasi di scompenso é assunto dal
meccanismo di Frank-Starling, ovvero la capacita del miocardio di rispondere ad
allungamenti con incrementi nella forza contrattile. La forza di contrazione cardiaca e
regolata intrensicamente (autoregolazione) in base alla variazione della lunghezza
diastolica delle fibre (eterometria), in modo tale che il cuore e sempre in condizioni di
espellere il volume di sangue che riceve. Questo meccanismo intrinseco che controlla la

gittata pulsatoria é detto, percio autoregolazione eterometrica.

La risposta Frank-Starling &€ modulata da molte sostanze endogene ed esogene, compreso
I’ossido nitrico (NO). Nel miocardio, lo NO prodotto dalle ossido nitrico sintasi (NOS)
costitutive condiziona la funzione e lo stato di fosforilazione di diverse proteine che sono
coinvolte nell'accoppiamento eccitazione-contrazione, come i canali al Ca®* di tipo L
(Sears et al., 2003; Wang et al., 2009), la troponina | (Layland et al., 2002) e il
fosfolambano (PLN) (Wang et al., 2009) e diminuisce il consumo di O, e l'inotropismo
positivo conseguente alla stimolazione adrenergica mediante un meccanismo cGMP-
dipendente. Diversi studi hanno chiarito il suo ruolo nello scompenso cardiaco e nel
limitare il rimodellamento ventricolare sinistro patologico (Dawson et al., 2005; Godecke
et al., 2001). Lo NO induce vasodilatazione mediante una riduzione della concentrazione
di Ca*" intracellulare, attraverso il pathway che coinvolge la guanilato ciclasi (GC) e la
proteina chinasi G (PKG), la quale € in grado di fosforilare proteine target, come il
fosfolambano (PLN) e le pompe Ca”*-ATPasi del reticolo sarcoplasmatico, proteine del
miocardio coinvolte nell'omeotasi del Ca**. Questo pathway & di fondamentale importanza
per la vasodilatazione poiché inibisce l'idrolisi del fosfatidil-inositolo e la mobilizzazione

del Ca?" intracellulare.
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Recentemente, un ruolo nel controllo della contrattilita e del rilassamento cardiaci, é stato
dimostrato per la Catestatina (CST), peptide derivato dalla Cromogranina-A (CgA). La
CST (CgA352-372) umana ¢ un’antagonista non competitivo della secrezione di
catecolamine indotto dall’attivazione del recettore nicotinico. Essa induce vasodilatazione
sia attraverso l'inibizione del rilascio di catecolamine che con un aumento in circolo
d’istamina (Mahata et al., 1997; Kennedy et al., 1998; Wen et al., 2004). Angelone e
collaboratori (2008, 2012) hanno dimostrato che su cuori di ratto isolati e perfusi secondo
metodica Langendorff, la CST suscita cardiosoppressione attraverso il pathway B2 / B3-
AR-NO-cGMP-PKG; contrasta anche D’attivita dei B1-AR e la stimolazione indotta da
endotelina (ET-1), suggerendo un legame meccanicistico tra le proprieta antiadrenergiche
della CST e la nota influenza simpatico-inibitoria dello NO sulle funzioni cardiovascolari.
Il postcondizionamento farmacologico con CST proteggere il cuore di ratti normotesi
contro un danno da ischemia / riperfusione (Penna et al., 2010). E interessante notare come
sul cuore di ratto iperteso (SHR) la CST induce inotropismo e lusitropismo negativo con
vasodilatazione coronarica, con un effetto piu potente rispetto ai ratti normotesi (Pasqua et
al.,, 2013). Il meccanismo attraverso cui lo NO media processi cellulari ¢ la S-
Nitrosilazione (Hess et al.; 2005). Studi condotti da Angelone e collaboratori (2011) hanno
permesso di evidenziare che la CST attraverso I’attivazione delle NOSs, aumenta la
produzione di NO il quale andrebbe a S-Nitrosilare la B-arrestina, responsabile dell’effetto

antiadrenergico del peptide, e il PLN, responsabile dell’effetto inotropo negativo.

Sulla base di queste premesse é stato progettato il presente studio per valutare gli effetti
indotti dalla CST sulla risposta Frank-Starling. Si & voluto indagare sul possibile ruolo
della CST nel prevenire lo sviluppo di scompenso cardiaco utilizzando come modello
sperimentale ratti spontaneamente ipertesi (SHR) all’eta di 18 mesi perché ¢ in questo
periodo che inizia a svilupparsi lo scompenso cardiaco e ratti WKY normotesi come
controllo attraverso la tecnica del cuore isolato e perfuso secondo metodica Langendorff.
Per ciascun gruppo sperimentale sono state generate curve Frank-starling prima e dopo
trattamento con una singola concentrazione di CST.

Il coinvolgimento dello NO prodotto a livello endoteliale e stato analizzato esponendo i
cuori normotesi e ipertesi a CST dopo trattamento con TRITON X-100, sostanza in grado
di danneggiare funzionalmente ma non strutturalmente I'endotelio. Inoltre, per chiarire se
I'effetto CST-dipendente sulla risposta di Frank-Starling fosse mediato dallo NO-NOS-
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prodotto, i preparati cardiaci normotesi e ipertesi sono stati esposti a singola
concentrazione di CST in presenza di un inibitore delle NOSs. Per valutare se la risposta
Frank-Starling dipendente da CST fosse mediata dal coinvolgimento del pathway EE /
NOS / NO / cGMP / PKG, gli estratti cardiaci di entrambi i gruppi sperimentali sono stati
coinvolti nel pathway. In seguito, analisi di biologia molecolare sono state condotte per la
valutazione dei livelli di fosforilazione di proteine quali AKT, eNOS, nNOS e PLN e
determinazione dei livelli di cGMP. Infine sono stati anche valutati i livelli di S-

nitrosilazione di proteine cardiache a basso, medio ed elevato peso molecolare.

| risultati ottenuti da questo lavoro permettono di identificare la CST come un modulatore
fisiologico NO-dipendente della risposta Frank-Starling. | risultati ottenuti in questo lavoro
possono essere di particolare importanza per il cuore ipertrofico, la cui funzione é
compromessa a causa di una performance sistolica ridotta accompagnata da ritardo nel

relax e da una maggiore rigidita diastolica.
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Introduzione

1 LA CROMOGRANINA-A

La Cromogranina A (CgA) rappresenta la molecola meglio definita e piu studiata della
famiglia delle granine. Le granine, proteine a carattere secretorio, sono i prodotti di distinti
geni, contraddistinte da molti residui ammioacidici acidi che conferiscono loro una carica
netta positiva. Si tratta di proteine idrosolubili, che si rinvengono all’interno dei granuli di
secrezione delle cellule endocrine, neurondocrine e neuronali in associazione ai prodotti di
secrezione specifici quali ormoni peptidici, neurotrasmettitori e ammine. A oggi sono stati
identificati almeno dieci membri della famiglia delle granine rappresentati dalle
cromogranine (cromogranina A e B) e dalle secretogranine (Sgll — SgVIII) (Montero-
Hadjadje et al., 2008; Bartolomucci et al., 2011). Le proteine cromogranina e
secretogranina condividono molte proprieta, fra cui il punto isoelettrico acido (pl), il
legame con il calcio, la propensione a formare aggregati (Montero-Hadjadje et al., 2008).
In effetti, la presenza delle cromogranine nelle vescicole secretorie, consente a queste di
legarsi al Ca®*, fornendo una riserva intracellulare notevole dello ione. Studi indicano che
la famiglia estesa delle granine e sostanzialmente piu ampia delle cromogranine CgA e
CgB e delle secretogranine Sgll e Sglll, e attualmente comprende anche I’antigene HISL-
19 (SglV), la 7B2 (SgV), la proteina secretoria neuroendocrina del Mr 55,000 (NESP55)
(SgVI), la VGF (Sg-VII) e la proSAAS (SgVIIl) (Feldman & Eiden, 2003). La maggior
parte di queste proteine sono precursori di peptidi biologicamente attivi, i quali modulano,
per esempio, le vie del dolore, le reazioni infiammatorie, i disordini metabolici e
dell’umore, e la pressione sanguigna. Il gene umano CHGA (CgA) é situato sul
cromosoma 14¢32.12 ed e organizzato in otto esoni e sette introni; si estende per 12,192 bp
e genera un trascritto di 2,041 bp delle quali 1274 sono tradotte in una proteina di 457 AA
(comprendenti anche un peptide segnale di 18 residui amminoacidici), mentre 260 bp e 409
bp rimangono regioni non tradotte del gene (Winkler &Fischer-Colbrie., 1992; Mahata et
al., 1997) (Fig.1).

11
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Exons | ] 1] 1\ \' Vi Vil Vil

Base pairs (259 bp) (47 bp) (94 bp) (69 bp) (99 bp) (453 bp) (482 bp) (482 bp)
Dibasic sites §S—S KK KR KR RK KRKR RR KKRR RR
c6a gone IR 3351 G Y

Amino acids -18-4 -313 14 44 4567 68 100 101 251 252 412 413 439

[JExon 4= ntron M Untranslated region [ Signal peptide ]S— f Disulfide. loop. (RCHGA+7.33) ;192291

E] vasostatin | (hCHGA1.76) Pancreastatin (hnCHGA250-301} EWE14 (hCHGA324-337) Catestatin (h\CHGA352-372)

Figura 1: Gene della cromogranina-A

Esistono 10 siti dibasici nella CgA, che sono siti potenziali di una rottura proteolitica
(Konecki et al., 1997). 1 siti dibasici nella CgA variano da un minimo di 7 nei topi ad un
massimo di 11 nella rana (Strausberg et al., 2002). Nei vertebrati omeotermi, la CgA € una
proteina di circa 48-52 kDa con una struttura a elica (Mosley et al., 2007). Essa ¢ la
principale proteina immagazzinata e rilasciata dalle vescicole secretorie contenenti
catecolamine presenti nelle cellule cromaffini della midollare del surrene e nei neuroni
noradrenergici (Takiyyuddin et al., 1990). E stata anche rilevata ubiquitariamente nelle
vescicole secretorie delle cellule endocrine, neuroendocrine e nei neuroni del sistema
nervoso centrale (SNC) e periferico (SNP) (Helle et al., 2007; Montero-Hadjadje et al.,
2008). La CgA e presente anche in altri tipi di cellule, inclusi i cardiomiociti di diversi
vertebrati (Krylova, 2007) tra cui i roditori (Steiner et al., 1990; Biswas et al., 2010;
Pasqua et al., 2013) e dell’'uomo, in particolare in pazienti affetti da cardiomiopatie e

insufficienza cardiaca (Pieroni et al., 2007).
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Introduzione

1.1 CgA IL RUOLO DI PRO-ORMONE

La CgA rappresenta il precursore di peptidi biologicamente attivi, di miniori dimensioni,
capaci di regolare in maniera autocrina la secrezione neuroendocrina di varie cellule
(Metz-Boutigue et al., 1993; Parmer et al., 2000). In condizioni normali, sotto stimolazione
dell’acetilcolina, la CgA € rilasciata per esocitosi con le catecolamine nello spazio
extracellulare e passa in circolo, dove esercita i suoi effetti modulatori su organi e tessuti
(Helle et al., 2007; Bartololomucci et al., 2011; Angelone et al., 2012). Una volta
sintetizzata nel reticolo endoplasmatico rugoso e dopo le successive modificazioni post-
traduzionali a livello dell’apparato di Golgi, la CgA si accumula nel trans-Golgi, nei
granuli densi di secrezione in associazione ai prodotti specifici della cellula di origine. E in
quest’ultima fase che la CgA pud andare incontro a processi di frammentazione
proteolitica. Per la presenza di 8-10 siti dibasici la CgA funziona come pro-ormone e
subisce un processo di clivaggio da parte di proteasi (PC1/3, PC2, plasmina, etc) (Winkler
et al., 1992). Questo processo e finemente regolato, dando origine a frammenti peptidici
biologicamente attivi (Fig. 2). Questi peptidi possiedono un ampio spettro di azioni
biologiche che nel loro complesso s’inseriscono nel controllo omeostatico del sistema
cardio-vascolare, endocrino e immunitario attraverso interazioni dirette e indirette con il
sistema simpatico-adrenergico neuroendocrino (SAN) (Metz-Boutigue et al., 1993; Parmer
et al., 2000; Taupenot et al., 2002). | frammenti biologicamente attivi della CGA includono
I peptidi vasoattivi Vasostatina 1 (CgA 1 76) € Vasostatina 2 (CgA;-113), la B-granina (CgAs.-
114), il peptide disglicemico pancreastatina (CgA2s0-301) (Tatemoto et al., 1986), il
modulatore del rilascio del paratormone parastatina (CgAs47.379) (Fasciotto et al., 1993),
I’inibitore del rilascio di catecolamine catestatina (CgA 352-372) (Simon et al., 1988), e la
serpinina, scoperta recentemente (Koshimizu et al., 2010).

13
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Figura 2. Cromogranina A e i principali peptidi da essa derivati per azione di differenti proteasi

In particolar modo, per le Vasostatine (Vs) e gia stato descritto un ruolo come
“stabilizzatori endocrino/paracrini cardiaci”, soprattutto in seguito a stimolazione
adrenergica, una classica risposta fisiologica allo stress (Cerra et al., 2006), e in diverse
patologie cardiache (Pieroni et al., 2007). La VS-1 e inoltre in grado di determinare un
inotropismo negativo dose-dipendente mediante antagonismo di tipo funzionale non
competitivo sulla stimolazione adrenergica del cuore di ratto (Cerra et al., 2006),
manifestando assieme a questo effetto anche un’azione cardioprotettiva. Sebbene non si
sappia nulla su come queste attivita e gli eventi proteolitici siano coordinati a livello
spazio-temporale, € ipotizzabile che sia le azioni sistemiche della CgA e sia quelle indotte
dai peptidi che derivano da essa a livello di organi/tessuti (cuore e vasi), possano essere
sinergicamente implicate nell'omeostasi circolatoria e possano coordinare e contrastare
I’iperattivita del sistema Simpatico-adrenergico neuroendocrino (SAN) sia in condizioni
normali che patologiche (Tota et al., 2014). Vale a dire, che questi peptidi possono
funzionare come componenti di controllo "integrali” del sistema omeostatico "zero steady-
state error” (originariamente applicato per CST e PST), secondo cui, due fattori regolatori
agiscono in contrapposizione con risultato integrato (Koeslag et al., 1999). Pertanto, in

seguito ad una perturbazione, tali membri riportano la variabile al valore di controllo.
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1.2 AZIONI BIOLOGICHE DELLA CgA

Azioni intracellulari della CgA: Numerosi studi dimostrano che la CgA é coinvolta
primariamente nel processo di “granulo-genesi”, cio¢ nel processo cellulare che conduce
alla formazione e alla maturazione dei granuli di secrezione nelle cellule neuroendocrine
(Kim et al., 2001; Kim & Loh, 2006). Infatti, la deplezione della CGA mediante gene
targeting causa riduzione del numero, delle dimensioni e della densita elettronica dei
granuli cromaffini adrenergici, come anche l'interruzione della secrezione del trasmettitore
(Mahapatra et al., 2005). | meccanismi non sono definiti completamente, ma ¢
sufficientemente accertato che la capacita delle molecole di CgA di aggregarsi in ambiente
acido e di legare porzioni specializzate delle membrane cellulari (lipid rafts) costituiscano
eventi necessari per la formazione di vescicole secretorie a livello della rete del trans-Golgi
(Koshimizu et al., 2010). Una seconda azione biologica riferibile alla CgA é di intervenire
nel controllo del calcio come secondo messaggero cellulare. Infatti, la proprieta della CgA
di legare gli ioni calcio con alta capacita, ma con bassa affinita va a determinare all’interno
del granulo un compartimento ad alta concentrazione di calcio che, tuttavia, diviene
prontamente disponibile come messaggero a livello citoplasmatico, attraverso 1’apertura,
recettore mediato e inositol-3 fosfato dipendente, di specifici canali posti sulla membrana
granulare (Kim et al., 2001; D’ Amico et al., 2014).

Azioni extra-cellulari della CgA: Le azioni extra-cellulari della CgA sono complesse e
diversificate e ancora ben lontane dall’essere comprese in maniera dettagliata. Al
momento, gli studi sono incentrati nel definire un quadro fisiopatologico coerente sul ruolo
della CgA e dei frammenti che da essa ne derivano. Sicuramente la CgA e, soprattutto, i
peptidi derivati agiscono sia a livello autocrino/paracrino regolando 1’attivita delle cellule
secernenti, che a livello endocrino intervenendo in maniera sistemica Su numerosi
biosistemi e apparati. Queste azioni riguardano principalmente la capacita da pro-
ormone/citochina del CgA di sottoporsi a un clevage finemente regolato. Per quanto
concerne 1’azione biologica della CgA intatta, il suo ruolo principale sembra quello di
regolare 1’omeostasi vasale, mantenendo gli endoteli in uno stato quiescente. La
perturbazione e il danno vasale inducono la proteolisi della CgA, dando luogo alla
formazione di peptidi con azioni biologiche antagonistiche (Helle et al, 2007).

15
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1.3 PROFILO CARDIOCIRCOLATORIO DELLA CgA FULL-LENGHT

La CgA circolante (valori normali: 0,5-2 nM) (Helle et al., 2007; Crippa et al., 2013)
aumenta in condizioni di stress derivanti da una sovrattivazione del sistema SAN e in
condizioni fisiopatologiche, come ad esempio, inflammazione cronica, tumori
neuroendocrini, sindromi coronariche acute e scompenso cardiaco cronico. | livelli
plasmatici di CgA sono utilizzati come indicatori prognostici in queste condizioni (Helle et
al., 2007; Angelone et al., 2012; D'amico et al., 2014). E importante notare che
informazioni pertinenti sui livelli plasmatici di CgA e dei suoi peptidi derivati possono
essere meglio ottenuti da studi sierologici (Crippa et al., 2013; Goetze et al., 2014). La
lunga emivita della CgA in vivo (~18 min) e le sue concentrazioni circolanti relativamente
elevate (anche in condizioni normali), riducono la possibilita di false misure e la gestione
pre-analitica e le determinazioni finali (Nanes et al., 1989). Le concentrazioni plasmatiche
della CgA aumentano fino a 10-20 nM (500-1000 ng/ml) in pazienti con ipertensione
essenziale (Takiyyuddin et al., 1995), infarto del miocardio (Omland et al., 2003),
insufficienza cardiaca acuta (Dieplinger et al., 2009), sindromi coronariche acute (Jansson
et al., 2009), scompenso cardiaco cronico (Ceconi et al., 2002) e cardiomiopatia ipertrofica
scompensata (Pieroni et al., 2007). Come inizialmente documentato da Ceconi e
collaboratori (2002), i livelli circolanti della CgA sono significativamente paralleli alla
gravita delle disfunzioni, e rappresentano un indice indipendente di mortalita. Di
conseguenza, da un punto di vista clinico, la CgA sta ora emergendo come un potenziale
nuovo biomarcatore diagnostico e prognostico cardiovascolare indipendente dai marcatori

convenzionali.

Studi su gemelli hanno indicato che la concentrazione basale della CgA nel plasma &
altamente ereditabile (Takiyyuddin et al., 1995). Paragonati a normotesi di pari eta, i
pazienti con ipertensione essenziale mostrano un aumento della CgA plasmatica e un
incremento del rilascio della CgA immagazzinata in risposta alla stimolazione della
midollare del surrene in seguito a ipoglicemia insulino-indotta (Takiyyuddin et al., 1995).
Queste osservazioni confermano la correlazione tra la CgA e l'attivita del sistema SAN.
Una funzione rilevante della CgA é la regolazione della barriera endoteliale (Ferrero et al.,
2004) e il rimodellamento vascolare conseguente a tumore (Veschini et al., 2011). Sia la
CgA e sia la VS-1 sono potenti inibitori del fattore proangiogenico di crescita
dell'endotelio vascolare (VEGF), cosi come della permeabilita delle cellule endoteliali

indotta da trombina (Ferrero et al., 2004) e inibiscono le modificazioni sulle cellule
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endoteliali provocate dal fattore di necrosi tumorale (TNF) (Ferrero et al., 2004;
Dondossola et al., 2011). La somministrazione sistemica di CgA (1 pug) a topi con linfoma
riduce potentemente la penetrazione, TNF-indotta, di un colorante sintetico (blu patent) nei
tessuti con tumore (Dondossola et al., 2011), confermando le osservazioni precedenti,

ovvero che la CgA puo influenzare le interazioni ospiti/tumore (Colombo et al., 2002).

Recentemente, Crippa e collaboratori (2013) hanno riportato nei soggetti sani, la presenza
di livelli plasmatici biologicamente rilevanti di CgA full-lenght, di CgA 1-76
(antiangiogenica) e di frammenti privi della regione C-terminale (proangiogenici) e hanno
dimostrato che la coagulazione del sangue scatena una conversione trombina-dipendente
quasi completa della CgA circolante in frammenti privi della regione C-terminale. Questo
rappresenta un nuovo ruolo della CgA come attivatore angiogenico che, in condizioni di
angiogenesi perturbata (guarigione di ferite, cancro, ecc), puo contribuire all’omeostasi
circolatoria e vascolare attraverso effetti angiogenici opposti dei suoi frammenti
(probabilmente VS-1 e CST) generati da proteolisi, strettamente regolata a livello spazio-

temporale.
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2 LA CATESTATINA

Nel 1988 Simon e collaboratori individuarono un frammento generato dalla proteolisi della
CgA capace di inibire il rilascio di Catecolamine (CAs) da colture di cellule cromaffini di
bovino. Cio nonostante per circa dieci anni da quel momento I’identita di tale peptide
rimase indefinita. Solo nel 1997 Malata e collaboratori riuscirono a identificare 1’esatto
dominio, all’interno della struttura della CgA bovina, capace di inibire il rilascio
catecolaminergico, grazie alla sintesi di 15 peptidi, dall’estensione media di 22 AA, testati
su cellule di feocromocitoma (PC12) (Mahata et al., 1997). Dei peptidi testati solo uno era
in grado di inibire la secrezione catecolaminergica indotta dalla stimolazione colinergica
nicotinica sia su PC12 che su neuriti noradrenergici, tale peptide era il frammento
CgA344-364, da allora definito CST proprio per questa sua attitudine inibitoria (Mahata et
al., 1997). L’utilizzo di uno specifico anticorpo diretto contro questo peptide bloccava
I’inibizione secretoria (Mahata et al.,1997) che tra ’altro era specifica solo nei confronti
del rilascio di CAs indotto dalla stimolazione nicotinica colinergica (Mahata et al.,1997).
In effetti, tale inibizione non si manifesta nel caso di una secrezione stimolata da fattori
diversi dall’attivazione del recettore nicotinico, come la depolarizzazione della membrana,
lo ionoforo del calcio, 1’alcalinizzazione delle vescicole secretorie (Mahata et al., 1997);
allo stesso tempo, pero, i recettori purinergici P2xdelle PC12, che inducono secrezione in
risposta all’ATP, non sono inibiti dalla CST (Linet al.,1995). Poiché tali recettori
appartengono alla stessa famiglia di recettori-canale (cationici attivati da ligandi
extracellulari) cui appartiene il recettore nicotinico, & stata suggerita una certa specificita
della CTS per questi ultimi. Difatti, la traduzione del segnale cationico (Na®, Ca*) &
selettivamente abolita dalla CST. Cosi come accade per i classici antagonisti nicotinici, la
CST blocca I’ingresso di Na® nel citosol, stimolato dal recettore nicotinico, bloccando
parallelamente la secrezione delle CAs; inoltre, blocca anche I’ingresso di Ca®* dallo
spazio extracellulare verso il citosol, ma solo se prodotto dall’attivazione nicotinica
colinergica (Mahata et al.,1997). Anche elevate dosi di nicotina non sono in grado di
abolire tale effetto, suggerendo un antagonismo nicotinico di tipo non competitivo (Mahata
et al.,, 1997) per la CST, sebbene sia ancora oggetto di studio I’individuazione del suo
esatto sito d’interazione a livello della proteina recettoriale. Poiché I’inibizione CST
indotta e rapidamente e completamente reversibile, € difficile pensare che possa essere il

legame al sito della nicotina responsabile dell’antagonismo osservato. Allo stesso tempo,
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poiché la Tossina della Pertosse non modifica tali effetti della CST, sembra improbabile
un’azione indiretta del peptide sul recettore nicotinico (Milligan, 1998).

La biogenesi della CST fisiologicamente attiva richiede il processamento proteolitico del
suo precursore, la CgA, all’interno dei granuli secretori delle cellule cromaffini della
midollare del surrene e delle cellule endocrine e neuroendocrine, secondo un processo che
prevede il coinvolgimento di specifiche proteasi e specifici meccanismi ancora non
propriamente chiari. La regione della CST all’interno della struttura primaria della CgA
bovina & delimitata al N- e C-terminale da motivi (RXXR) riconosciuti dalla furina e
ancora al C-terminale da un sito dibasico (RR). In particolare, i siti RXXR e RR del C-
terminale sono molto conservati tra le specie di mammifero, mentre il sito RXXR al N-
terminale e presente solo nella CgA bovina e in una particolare variante della CgA umana
(Helman et al., 1998). E stato dimostrato che la plasmina, importante enzima fibrinolitico,
in vitro é in grado di clivare la CgA, generando CST attiva sulla secrezione
catecolaminergica di PC12 (Biswas et al., 2008); anche il coinvolgimento della serina
proteasi PC1/PC3 e PC2 & ben documentato (Doblinger et al., 2003; Scamuffa et al., 2006).
Altri studi hanno rilevato la presenza, all’interno delle vescicole secretorie, dell’enzima
Catepsina L (CTSL), una cisteina proteasi descritta come nuovo enzima proteolitico per i
neuro peptidi (Yasothornsrikul et al., 2003; Funkelstein et al., 2008). Questi studi indicano
che la CgA puo essere substrato per I’attivita della CTSL e che la stessa CST possa essere
generata dall’intervento di tale enzima (Biswas et al.,2009). In ogni caso la sequenza
amminoacidica della CgA, corrispondente alla regione della CST é altamente conservata
nelle specie di mammifero (uomo CgA352-372, bovini CgA344-364,ratto CgA367-387)

nelle quali il peptide mostra attivita del tutto simili (Mahata et al., 1997).
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2.1 STRUTTURA DELLA CATESTATINA

La porzione di CgA bovina corrispondente alla CST biologicamente attiva & formata da
due foglietti beta anti-paralleli connessi da un’ansa amminoacidica cationica (Tsigenly et
al.,1998). Prima che la CgA sia sottoposta a clivaggio proteolitico, la regione della CST e
costretta, per motivi sterici e di repulsione elettrostatica, ad assumere una posizione
all’interno della molecola tale per cui la sua attivita ¢ inibita, almeno fino al momento in
cui subentra il processamento proteolitico (Simon et al., 1998; Mahata et al., 1997). Inoltre,
quando durante la proteolisi sono allontanate le sequenze di amminoacidi che
fiancheggiano la CST, la forza in grado di contrastare il dispiegarsi della struttura terziaria,
e quindi la perdita dell’attivita, sembra risiedere nelle interazioni idrofobiche che
intercorrono tra le catene laterali apolari di Leu®*, Phe®°, Tyr*®® Phe®® Pro®", Leu®®* e
Leu®4 (Tsigenly et al., 1998). Sembra che questo centro idrofobico sia capace di
mantenere stabilmente la conformazione tipica della CST (Tsigenly et al., 1998). Studi di
mutagenesi, eseguiti sostituendo selettivamente particolari amminoacidi della struttura
primaria della CST con Alanina (Ala), hanno consentito I’individuazione di residui
indispensabili per D’attivita del peptide. Infatti, la sostituzione dei residui di Arg351,
Arg353 e Arg358 con Ala comporta un sostanziale aumento dei valori di 1Csg della CST, a
dimostrazione del cruciale ruolo funzionale di questi residui di arginina (Tsigenly et al.,
1998). In seguito € stato dimostrato che le tipiche azioni della CST sono garantite da un
frammento peptidico compreso nella parte centrale della sequenza primaria della CgA,
corrispondente alla CgA344-358 (Mahata et al., 2000). La disposizione tridimensionale
che la CST assume nello spazio é responsabile anche della carica positiva che la molecola
reca a livello dell’ansa che congiunge i due foglietti beta. Quest’assetto suggerisce
I’orientamento direzionale con cui il peptide potrebbe andare a interagire col dominio

extracellulare, molto negativo, del recettore nicotinico (Tsigenly et al.,1997).
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2.2 FUNZIONI DELLA CATESTATINA
2.2.1. INIBIZIONE DEL RILASCIO DELLE CATECOLAMMINE

La CST inibisce il rilascio delle catecolammine (CAs). Anche il NPY inibisce il rilascio di
catecolamine, ma stimolato dalla depolarizzazione della membrana. La CST, oltre ad avere
una potenza 10 volte maggiore rispetto al NPY, emerge come uno specifico e potente
inibitore del rilascio di catecolamine nicotino-stimolato (Mahapatra et al., 2006). Diversi
studi hanno dimostrato che la CST e un antagonista non competitivo di tale recettore
(Mahata et al., 1999). Il recettore colinergico nicotinico (nAchR) appartiene alla famiglia
dei  recettore  canale,
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Fig.3: Azioni della CST inseguito ad interazione con il recettore

L'interazione dell'acetilcolina (Ach) con il recettore nicotinico induce una modificazione
conformazionale che rende il poro del canale permeabile al Na* (Fig.3). L'ingresso del Na*
nella cellula induce la depolarizzazione della membrana, che si traduce in un potenziale

eccitatorio.

La depolarizzazione della membrana attiva i canali al Ca®* voltaggio-dipendenti e
l'ingresso del Ca?* nella cellula. Questo ione & in grado di attivare la proteina chinasi K
(PCK) la quale fosforila e attiva la proteina MAPK (miogeno activated protein kinase) la
cui azione culmina nell’attivazione, mediante fosforilazione, del fattore di trascrizione
CREB (Cyclic AMP Responsive Element Binding Protein). Quest’ultimo lega specifiche
sequenze di DNA delle quali e capace di stimolare la trascrizione in seguito a

modificazione conformazionale. Nel caso dello stimolo trascrizionale associato al rilascio
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delle CAs ed evocato dall’attivazione del recettore nicotinico, CREB induce la trascrizione
del gene codificante per la CgA (Mahata et al., 2003). Lo stesso processo pud essere
azionato indirettamente dalla reserpina, un inibitore del trasporto vescicolare per le CAs
(Mahata et al., 2003). La CST non solo blocca il rilascio delle CAs, ma inibisce anche la
risposta trascrizionale, dovuta allo stimolo nicotinico, delle fibre simpatiche post-gangliari
e delle cellule cromaffini della midollare del surrene (Mahata et al., 2003). Procedure piu
specifiche hanno consentito 1’individuazione del preciso sito di legame e del tipo di
antagonismo recettoriale. Le cellule leganti la CST marcata sono state trattate con
concentrazioni crescenti di Carbamicolina, un agonista del recettore colinergico nicotinico
neuronale (nAchR) il quale, non riducendo I’entita del legame del peptide alla superficie
cellulare, ha suggerito che il sito di legame per la CST potesse essere un sito distinto
rispetto a quello dell’agonista; cio ¢ stato dimostrato anche da studi farmacologici nei quali
la nicotina é stata incapace di contrastare 1’effetto inibitorio tipico del peptide a qualunque
concentrazione (Mabhata et al., 1997). Inoltre la CST non ¢ in grado di spiazzare 1’agonista
per nAchR Epibatidina e lascia inalterato il suo sito di legame, facendo ipotizzare un
antagonismo di tipo non competitivo (Mahata et al., 1997). L’antagonismo non
competitivo é stato anche dimostrato esponendo colture cellulari di PC12, trattate con Cts-
15| “alla sostanza P, un inibitore del nAchR (Clapham & Neher, 1984; Livett & Marley,
1993). In questi esperimenti la sostanza P e stata in grado di spiazzare in maniera dose-
dipendente la CST dalla superficie cellulare (Taupenot et al., 2000). Considerando che la
sostanza P agisce mediante un legame diretto e non competitivo su un sito diverso da
quello dell’agonista (Livett & Zhou, 1991) e che inibisce il legame della CST al recettore,
si e concluso che i due peptidi potessero interagire con lo stesso sito del nAchR e che la
CST potesse presentare un antagonismo non competitivo al pari della sostanza P. La CST
presenta inoltre un’affinitd maggiore per il recettore, come provato da valori di ICsg
inferiori rispetto a quelli della sostanza P (Mahata et al., 1997). Il sito di legame della CST
rispetto a quelli di antagonisti nicotinici non competitivi di natura non peptidica e di
piccole dimensioni come I’Esamentonio e la Clonidina, € diverso. Questi, penetrano
all’interno del poro cationico per interagire con i domini a a-elica M2 (Taupernot et al.,
2000).
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2.2.2 BLOCCO DELLA DESENSITIZZAZIONE

| recettori nicotinici sono sottoposti a desensibilizzazione in caso di esposizione prolungata
o ripetuta agli agonisti. La desensitizzazione del recettore nicotinico, fenomeno che denota
la perdita della capacita di rispondere a particolari stimoli quando vi sia un’esposizione
prolungata e/o ripetuta, é stata descritta per la prima volta nel 1988 da Katz e Thesleff a
livello della placca neuro-muscolare. Poiché la CST e la sostanza P interagiscono,
presumibilmente, con lo stesso sito sul nAchR, inibendo il rilascio catecolaminergico
(Taupernot et al., 2000), si € ipotizzato che il peptide CgA derivato potesse avere in
comune con la sostanza P anche la capacita di proteggere le cellule dalla desensitizzazione
(Livett & Marley, 1993). Infatti, studi condotti hanno confermato che la CST previene la
desensitizzazione del recettore nicotinico con un’IC 5 di ~ 0,28 mM (Mahata et al., 1999).
L'inibizione della desensibilizzazione da CST e stata specifica per il NAChR ed é di natura
non competitiva rispetto all'agonista (Mahata et al., 1999). La desensibilizzazione del
recettore nicotinico provoca una diminuzione dell’assorbimento di Na* (82%) che &
marcatamente inibita dall’azione della CST, con un IC 5o~ 0,28 mM. Si pensa che il
blocco della desensibilizzazione del recettore nicotinico evocato dalla CST sul rilascio di
catecolamine possa essere vantaggioso per un organismo, in particolare durante lo stress in
qguanto la CST potrebbe sostenere il rilascio delle catecolamine per contrastare la

situazione di stress.

2.2.3 STIMOLAZIONE DEL RILASCIO DI ISTAMINA DAI MASTOCITI

Studi condotti su ratti hanno dimostrato che la CST determina una potente vasodilatazione
attraverso 1’induzione del rilascio d’istamina la quale interagisce con i recettori H1,
inducendo un aumento della produzione di ossido nitrico (NO). Mahata e collaboratori
(2010) hanno dimostrato che il dominio N-terminale piu attivo della CST (bCHGA 344-
358) ha causato un rilascio concentrazione dipendente (0,01-5 pM) d’istamina dai
mastociti peritoneali e pleurici con un'efficacia migliore rispetto ad altri peptidi, come la
sostanza P e la neurotensina (Kruger et al., 2003). Poiché il rilascio di istamina CST-

evocato e stato soppresso dalla tossina della pertosse si € ipotizzato il coinvolgimento di
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una subunita G; nel segnaling della CST nel rilascio di istamina che e distinto dal

meccanismo di inibizione del rilascio di catecolamine dalle cellule cromaffini.

2.2.4 AZIONE CHEMIOTATTICA E ANGIOGENETICA

La CgA, e un importante costituente delle placche amiloidi della malattia di Alzheimer
(Munoz, 1991, Rangon et al., 2003) capace di attivare monociti derivanti
dalla microglia che invadono e circondano le placche rilasciando citotossine responsabili
del danno neuronale (Taupenot et al., 1996, Ciesielski-Treska et al., 1998, Lechner et al.,
2004). In conformita a questi risultati, € stato ipotizzato che la che CST potesse regolare la
migrazione dei monociti. Coerentemente con questa ipotesi si e scoperto che la CST
induceva una chemiotassi dose-dipendente in monaciti, esercitando il suo effetto massimo
a 1 nM, che & paragonabile alla dose inducente chemiotassi dei monociti di altre
chemochine stabilita (Egger et al., 2008) A livello recettoriale la CST potrebbe agire
attraverso una tirosin-chinasi e un recettore accoppiato a proteina G che coinvolge la
sfingosina 1-fosfato. A livello post-recettoriale il peptide agirebbe attraverso la IP3K, lo
NO e le proteine chinasi attivate da mitogeni. La valutazione degli effetti della CST in
modelli animali con presenza di inflammazione o della malattia di Alzheimer é cruciale per
determinare la rilevanza biologica chemiotattica della CST.

E’ stato ipotizzato che la CST bovina e il suo dominio attivo N-terminale (Cha34-358)
possiedano attivita antibatterica, sia per la capacita di attivare il rilascio d’istamina, con un
ruolo paracrino ed endocrino nell’immunita, sia per la loro natura cationica, caratteristica
tipica dei prodotti antibatterici. A causa della natura altamente cationica della CST, si €
ipotizzato che la CST agirebbe come un peptide antibatterico. Il dominio N-terminale della
CST (CgA 344_358), induce inibizione della crescita di batteri Gram-positivi e Gram-
negativi, di una varieta di funghi filamentosi e di forme di lieviti (Takiyyuddin et al.,1993)

senza mostrare attivita emolitica.

Il peptide attraversa rapidamente la membrana cellulare, si accumula nella parte interna
delle cellule ed agisce su target intracellulari. E’ stato dimostrato da Metz-Boutigue (1998)
che la CST puo penetrare nelle cellule polimorfo nucleate (PMN), assumendo cosi, un
ruolo come nuovo membro di peptidi cellula-permeanti. Attraverso il pathway che

coinvolge la fosfolipasi A2, calcio indipendente, e calmodulina regolato (Zhang et al.,
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2009). Successivamente, ¢ stata rilevata la CgA nei cheratinociti e il suo processamento
nella pelle umana; essa penetra attraverso I'epidermide inducendo azioni inibitorie contro
gli agenti patogeni della pelle. Questi risultati dimostrano un legame diretto tra il sistema
neuroendocrino e quello immunitario. 1l gruppo di Metz-Boutigue e Candolfi ha testato in
vitro gli effetti della CST sulla crescita di Plasmodium falciparum e ha scoperto che la
CST agisce come un potente inibitore del ceppo di P. falciparum sensibile alla
chroloquine, farmaco utilizzato per la prevenzione e per il trattamento della malaria
(Akaddar et al., 2010). Si ritiene che la CST esercita attivita antimalarica inattivando le
aspartato proteasi che sono coinvolti nella degradazione dell” emoglobina della cellula
ospite (Goldberg et al., 1990). Inoltre é stato osservato che i residui di serina a livello della
porzione N-terminale della CST sono essenziali per l'inibizione massima della crescita del
parassita della malaria. Una valutazione della concentrazione plasmatica di CST nei
pazienti con infezione malarica potrebbe essere importante per identificare nella CST un
ruolo protettivo. Recenti studi hanno dimostrato effetti angiogenetici. L'angiogenesi, la
crescita di nuovi vasi dal sistema vascolare preesistente, € un processo importante in molte
condizioni fisiologiche tra cui lo sviluppo embrionale e la guarigione delle ferite. Tuttavia,
I difetti nella regolazione dell'angiogenesi spesso sfociano in condizioni patologiche come
le malattie inflammatorie e ischemiche del cuore, malattie vascolari periferiche, retinopatia
proliferativa, e tumori (Carmeliet, 2000). | fattori angiogenici piu potenti sono il fattore di
crescita dei fibroblasti (bFGF) e di crescita endoteliale vascolare (VEGF). Oltre bFGF e
VEGF, una varieta di neuropeptidi come la sostanza P (SP), a (SN), e neuropeptide (NP) Y
possono esercitare effetti sulle cellule endoteliali (EC) e indurre angiogenesi (Ziche et al.,
1994, Kirchmair et al., 2004). La CST condivide diverse caratteristiche con SP (Fung et
al., 2010) e punti isoelettrici (pl) comparabili (CST, 12.16, contro SP, 11,14). Inoltre, la
CoA é sovraregolata dall'ipossia in cellule neuronali dopo ipossia transitoria (Marti et al.,
2001) una caratteristica tipica dei fattori angiogenici come VEGF. Sulla base delle
somiglianze della CST con peptidi angiogenici, si denota come la CST esercita effetti su
cellule endoteliali in vitro e induce I'angiogenesi in vivo. La CST e in grado di indurre
migrazione eproliferazione delle cellule endoteliali, attraverso una proteina G e
I’attivazione del pathway PI-3-K/AKT, che tra I’altro inibisce 1’apoptosi in cellule HUVEC
(Theurl et al., 2010). Anche in vivo la CST induce angiogenesi durante il test della

neovascolarizzazione della cornea di topo (Theurl et a., 2010).
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2.2.5 AZIONI CARDIACHE DELLA CATESTASTINA

L’azione cardiaca della CST (wild-type, CgA umana 352-372) e delle sue varianti naturali
(CST-Gly364Ser e CST-Pro370Leu), e stata dimostrata per la prima volta da Angelone e
collaboratori nel 2008. Utilizzando il cuore di ratto isolato e perfuso secondo il metodo
Langendorff, sono stati valutati gli effetti cardiaci indotti dal peptide. La WT-CST in modo
dose-dipendente (da 11 a 200 nM) diminuisce la pressione ventricolare sinistra (LVP,
indice di contrattilita) e determina valori positivi e negativi della massima velocita di
contrazione sistolica isovolumetrica (LVdP/dt), provoca un aumento della CP (pressione
coronarica) e sopprime la vasodilatazione indotta dall’isoproterenolo; al contrario dilata le
coronarie pre-costrette con endotelina-1 (ET-1) (Angelone et al., 2008), confermando la
vasodilatazione promossa dalla somministrazione esogena di CST nell’uomo studiata da
O'Connor e collaboratori (2002). Per quanto riguarda le due varianti della CST, é stato
dimostrato che mentre la CST-Gly364-Ser e inefficace sulla performance basale, la CST-
Pro370Leu esercita solo un’azione inotropa negativa (riduzione della contrattilitd)
contrastando gli effetti B-adrenergici (isoproterenolo-dipendenti) inotropi e lusitropici
positivi con diverso ordine di potenza. Nel cuore isolato secondo metodo Langendorff
(Angelone et al., 2012) e nel muscolo papillare di ratto (Bassino et al., 2011), la CST prima
di determinare queste importanti azioni prolungate sul miocardio, induce un precoce e
transitorio effetto inotropo positivo che scompare dopo 5 minuti dalla somministrazione.
Questo effetto ¢ mediato dall’istamina che agisce tramite il suo recettore H1 in linea con
precedenti evidenze che suggeriscono che nel ratto l'attivazione del recettore H1
miocardico media un effetto isotropo positivo istamina-dipendente (Matura ET al., 2004).
Il segnale della CST coinvolge 1 recettori adrenergici B2 e B3, con piu alta affinita per il
primo, ma non coinvolge il recettore 1, essendo influenzata dall’inibizione del recettore
colinergico (Angelo ET al., 2008). E noto che il recettore adrenergico B1, accoppiato a
proteina Gs, ¢ responsabile dell’isotopismo e lusitropismo positivi, mentre il recettore 2,
accoppiato principalmente a proteine Gi/o, € responsabile degli effetti opposti sulla
contrattilita e rilassamento cardiaci (Xiao et al., 1999). Inoltre, la stimolazione del recettore
cardiaco f2-adrenergico associato a proteina Gi puo attivare la PI3K (fosfatidil inositolo 3

chinasi) con conseguente inotropismo negativo (Yano et al., 2007).
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E interessante notare che, una componente importante del segnale di trasduzione della CST
e rappresentato dal pathway PI3K/Akt/eNOS/NO (PI3K/proteina chinasi B/ossido nitrico
endoteliale sintasi/ossido nitrico) cGMP-dipendente. Cio e confermato dal fatto che il
blocco di PI3K inibisce 1’inotropismo e il lusitropismo indotti dal peptide (Angelone et al.,
2012). 1l segnale della CST, dipende anche dallo NO endoteliale che a sua volta dipende
dalla integrita funzionale dell'endotelio. Per analizzare ulteriormente il meccanismo di
trasduzione della CST e delle sue varianti, Bassino e i suoi collaboratori nel 2011 hanno
misurato la contrattilita nei muscoli papillari e la concentrazione di Ca®* nei cardiomiociti
isolati in condizioni basali ¢ dopo stimolazione B-adrenergica, valutando la produzione di
NO e la fosforilazione di eNOS (PSer1179eNQS) in cellule di cultura BAE-1. | loro dati
mostrano che la CST in modo dose-dipendente (5-50 nM) riduce I'effetto della
stimolazione B-adrenergica che non deriva da un‘azione miocardica diretta del peptide, ma
dal rilascio calcio-indipendente/PI13K-dipendente di NO dalle cellule endoteliali
endocardiche. Coerentemente con questo, la CST sensibile alla Wortmannina, nelle cellule
BAE-1, induce un aumento della produzione di NO calcio-indipendente e la fosforilazione
di eNOS. E stato visto che la CST-Pro370Leu, ma non la CST-G364S-CST, esercita un
effetto anti-adrenergico e un aumento del rilascio di NO paragonabile alla WT-CST. Nel
meccanismo d’azione della CST sembrano essere implicati altri due targets. Uno é quello
che coinvolge la PKG (proteina chinasi G), che comporta una diminuzione della
contrattilita miocardica, riducendo il flusso di calcio attraverso i recettori L-type e
riducendo ’affinita di legame della troponina-C per il Ca?* (Angelone et al., 2012). L'altro
target, invece, coinvolge la fosfodiesterasi di tipo 2 (PDE2) (Angelone et al., 2012).
Angelone e collaboratori nel 2012 hanno dimostrato il coinvolgimento sia del
fosfolambano (PLN) che della S-nitrosilazione della B-arrestina. La B-arrestina & implicata
nella desensibilizzazione e internalizzazione dei recettori associati a proteine G (compreso
il recettore adrenergico 1), mentre la sua S-nitrosilazione accelera la desensitizzazione del
recettore adrenergico B-1 (Ozawa et al., 2008). Il PLN controlla la pompa ATPasi per il
calcio presente nel reticolo sarcoplasmatico (SERCAZ2a) con un meccanismo di
fosforilazione/defosforilazione in modo che, quando il PLN é defosforilato inibisce la
SERCAZ2a (Reddy et al., 1999), se fosforilato (in Serl6 da PKA, proteina chinasi A), attiva
la SERCAZ2a (Schmidt et al., 2001). Cosi, il PLN e la S-nitrosilazione appaiono come i

targets selettivi del rilascio dello NO indotto dalla CST, in grado di regolare il flusso e la
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disponibilita di calcio a livello del reticolo sarcoplasmatico per la contrazione e il

rilassamento cardiaco.

Penna e collaboratori (2010) hanno dimostrato che la CST, & anche in grado di indurre
cardioprotezione se somministrata durante la fase iniziale della riperfusione nel cuore
isolato, o se aggiunta durante I'ischemia in cellule isolate. La CST, somministrata come
agente pre-condizionante, induce una minore riduzione delle dimensioni dell'area d’infarto
e della contrattura post-ischemica rispetto alla CST-Post. Inoltre, solo la CST-Post
migliora significativamente il recupero post-ischemico del parametro LVP (Penna et al.,
2010). Di conseguenza, il peptide appare molto piu cardioprotettivo come agente
postcondizionante. Inoltre, attiva alcuni elementi del pathway RISK, inclusa la NOS, e puo
antagonizzare gli effetti adrenegici (Herrero et al., 2002; Angelone et al., 2008).
Recentissimi studi hanno dimostrato che la CST-Post in cuori ipertrofici di ratti SHR € in
grado di ridurre l'area d’infarto, di limitare I'apoptosi e di incrementare l'espressione di
fattori pro-angiogenetici come HIF-1o ed eNOS, effetti accompagnati dall'attivazione del
pathway RISK e dalla S-nitrosilazione dei canali al Ca®*, che supportano il ruolo
cardioprotettivo del peptide (Penna et al., 2014).

3 FATTORI ENDOTELIALI

Vari fattori liberati dagli endoteli sono attivi sul sistema cardiovascolare. Tra questi il
fattore endoteliale di rilasciamento, o endothelial derived relaxin factor (EDRF),
identificato successivamente con il monossido di azoto o ossido nitrico (NO). Il nome
fattore endoteliale di rilasciamento e stato inizialmente attribuito ad una allora non meglio
identificata sostanza liberata dagli endoteli, necessaria affinché I’acetilcolina potesse
esplicare la sua azione vasodilatatrice (Ignarro et al., 1997). Oggi lo NO e considerato uno
dei piu importanti mediatori dei processi biologici nel cuore e nei vasi sanguigni. Tuttavia,
gli effetti biologici dello NO sono variabili. Poiché é un radicale libero, lo NO puo reagire
con un gran numero di molecole (Brune et al., 1995; O’Donnell et al., 1999) e per le sue
caratteristiche di gas esso attraversa facilmente cellule e tessuti (Bredt et al., 2003). Nei
sistemi biologici lo NO agisce come un importante messaggero intra- e inter-cellulare
regolando numerosissime funzioni, in primis quella endoteliale vascolare. Infatti in seguito
a stimolazione (meccanica o chimica), le cellule endoteliali producono lo NO che, in parte

diffonde nel compartimento ematico, riducendo 1’aggregazione piastrinica e I’adesivita dei
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leucociti alle pareti dei vasi sanguigni (effetto antitrombotico) e, in parte raggiunge la
sottostante muscolatura liscia vascolare inducendo rilassamento. D’altronde i famosi nitriti
e la nitroglicerina sublinguale, ampiamente usate come anti-anginosi decenni prima della
scoperta dello NO, sono in realta dei donatori di questo mediatore ed & relativamente
recente la messa a punto delle nitro-aspirine, derivati “nitrati”’dell’acido acetilsalicilico in
grado di rilasciare lo NO a livello periferico. Rimanendo nell’ambito della farmacologia
cardiovascolare, giova anche sottolineare che il sildenafil agisce “prolungando” la durata
d’azione dello NO a livello dei corpi cavernosi dell’organo genitale maschile, contribuendo
in questo modo a migliorare la funzione erettile, variamente compromessa nell’impotenza
maschile (Cashen et al., 2002). Oltre all’effetto primario sull’endotelio, allo NO ¢
riconosciuto un ruolo determinante di mediatore biochimico in numerose funzioni. Nel
sistema nervoso centrale e nei plessi nervosi periferici non adrenergici e non colinergici
dell’albero bronchiale, lo NO funge da neurotrasmettitore provocando un possibile effetto
broncodilatatore-antiasmatico e, a livello cerebrale, volge un ruolo importante nel controllo
dell’apprendimento e della memoria (Prast et al., 2001); nel tratto gastrointestinale modula
la secrezione e la motilita e, a livello renale, conduce ad un’autoregolazione del flusso
ematico (Ichihara et al., 1998). In quanto radicale, lo NO é capace di distruggere la
membrana plasmatica degli agenti microbici ed € quindi attribuita allo NO un’importante
funzione di difesa nei confronti delle infezioni batteriche e probabilmente, nel controllo
della crescita dei tumori (Hibbs et al., 1988).

Studi recenti hanno inoltre dimostrato che lo NO ha un’azione stimolante nei confronti
della mitocondriogenesi, cioé nella sintesi di nuovi mitocondri (Aquilano et al., 2015). A
causa della sua emivita molto breve I’NO ¢ in grado di agire solo in prossimita delle cellule
che lo producono e per questo motivo si ritiene che questo gas debba essere considerato un

fattore autocrino e paracrino.

Poiché in condizioni fisiologiche lo NO & ossidato a NO? e NO®, non & richiesto nessun
meccanismo separato per la sua distruzione (Denninger et al., 1999). Tuttavia, a basse
concentrazioni di NO e in assenza di proteine e metalli che contribuiscano alla sua

distruzione, la sua decomposizione e molto lenta (Lewis & Deen, 1994).
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3.1 CLASSIFICAZIONE DELLE OSSIDO NITRICO SINTASI

Lo NO é un semplice gas biatomico sintetizzato da una famiglia di enzimi chiamati NO
sintasi (NOS) (Singh et al., 1997; Schulz et al., 2004). Identificate e descritte per la prima
volta nel 1989, le NOS, costituiscono da anni un campo di indagine di notevole importanza
nel settore della ricerca. Tra il 1991 e 1994 sono state purificate e clonate le tre principali
isoforme di questi enzimi, ma solo dopo anni di studio, nel 1998, con 1’assegnazione del
premio Nobel a Furgchgott, Ignarro e Murad, si riconobbe il ruolo fisiopatologico che tali
enzimi rivestono nell’organismo umano, principalmente per la produzione dello NO. La
NOS ha una struttura dimerica; ogni monomero contiene un dominio ossigenasico e un
dominio reduttasico (Fig 4). Il dominio N-terminale e quello ossigenasico e contiene siti di
legame per I’eme, la tetrabioperidina (BH4), (BH4 ¢ fondamentale per 1’espressione
dell’attivita di NOS ) e L-arginina (Tayeh et al., 1989). Il dominio ossigenasico & legato al
dominio reduttasico C-terminale attraverso un sito di riconoscimento della calmodulina
(CaM). Il dominio reduttasico porta siti di legame per flavinadenindinucleotide (FAD),

flavinmononucleotide (FMN) e nicotinaminde adenin-dinucleotide fosfato (NADPH).

NADP NADP
REDUCTASE DOMAINS

NADPH

HOOC

OXYGENASE DOMAINS

Figura 4: Omodimeri di ossido nitrico sintasi (NOS). (I) Come monomero, NOS produce O ,"
invece di NO (II) Come omodimero, una significativa quota di O ,aumenta quando le
concentrazioni di L-arginina (L-Arg) scendono al di sotto dei livelli necessari per saturare
I'enzima; (I11) quando presenti la L -arginina e la tetraidrobiopterina (BH 4) si legano per
interagire con la NOS. Il flusso di elettroni fornito dal NADPH passa attraverso la flavina adenina
dinucleotide (FAD), la flavina mononucleotide (FMN), la calmodulina (CaM), giunge alla
protoporfirina IX e alla fine viene utilizzato nella produzione di NO.La BH , ¢ essenziale per
I'accoppiamento NOS e per le specie reattive dell'ossigeno (ROS). La sua ossidazione nella forma
radicalica BH 3, porta al disaccoppiamento della NOS.
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Il ruolo dei cofattori flavinici ¢ di accettare gli elettroni dal NADPH e di cederli all’eme.
Probabilmente questo ¢ il punto di controllo su cui agisce la CaM attraverso un effetto
cinetico (Stuehr et al., 1991). L’eme ¢ il punto finale di cessione degli elettroni. Le
isoforme delle NOSs sono del tutto diverse tra loro, prodotti da geni differenti con diversa
localizzazione, regolazione, proprieta catalitiche e sensibilita agli inibitori vale a dire, la
NOS neuronale (nNOS, NOS-1), la NOS inducibile (iNOS, NOS-2) e la NOS endoteliale
(eNOS, NOS-3). La CaM ¢ necessaria per I’attivita enzimatica di tutte tre le isoforme di

NOS.

La dipendenza dal calcio della sintesi di NO distingue le tre isoforme di NO: nNOS ed
eNOS hanno una richiesta di calcio molto pit grande di quella di iNOS. Il legame della
CaM aumenta la velocita di trasferimento degli elettroni dal NADPH alle flavine del

dominio reduttasico e dal centro reduttasico all’eme.

L’enzima catalizza la seguente reazione:

HN_ NH HN, N-OH H,N O
NH NH NH
hADen a NADPH , o
HNY Coo: Ha?  coo H.N+  COO-
L-arginina MN-idrossiarginina L-citrullina

La scarsa disponibilita o assenza del substrato (L-arginina), una riduzione di co-fattori,
come la tetraidrobiopterina, si traduce nel disaccoppiamento della NOS, portando alla
produzione di anione superossido e H202 a scapito dello NO (Chen et al., 2008). Cio puo
spiegare i risultati paradossali nelle cellule sottoposte a stress ossidativo (una causa
importante di disaccoppiamento della eNOS) in caso di aumento dell'espressione di eNOS

che viene osservato senza concomitante aumento della produzione di NO.
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3.1.1 nNOS

La nNOS produce NO sia nel sistema nervoso centrale che in quello periferico e quindi
svolge un ruolo nella comunicazione cellulare (Bredt et al., 1990; Dawson et al., 1991,
Toda et al., 2012). Lo NO prodotto da nNOS é implicato nella regolazione dell'eccitabilita
neuronale, nel potenziamento a lungo termine o nella depressione della plasticita sinaptica,
cosi come nella memoria e nei processi di apprendimento. Inoltre, lo NO prodotto da
nNOS regola il rilascio di neurotrasmettitori come acetilcolina, l'istamina e
serotonina (Prast et al., 2001, Straub et al., 2007). nNOS si esprime anche nei miociti
cardiaci e scheletrici (Xu et al., 1999, Kobzik et al., 1994), nelle cellule muscolari lisce e
cellule endoteliali (Bachetti et al., 2004), lo strato avventiziale di arterie del pene
(Burnett et al., 1992), e nelle cellule della macula densa nel rene (Bachmann et al., 1995).
Nelle arterie dei topi spontaneamente ipertesi (SHR), ma non in ratti normotesi Wistar-
Kyoto (WKY), nNOS ¢ espressa nelle cellule della muscolatura liscia e la sua attivazione e
stimolata in parte dall'angiotensina Il. L’ipossia acuta aumenta I'espressione di nNOS ma
riduce la sua attivita a causa di una riduzione del substrato, mentre I'ipossia cronica induce
un aumento della sintesi e dell'attivita di nNOS che attenuano l'ipossia indotta dalla

vasocostrizione (Semenza et al., 2005, Ward et al., 2005).

3.1.2iNOS

L'espressione/ presenza della NOS inducibile € minima in condizioni fisiologiche. Questa
isoforma é calcio-insensibile e produce continuamente NO una volta che é espressa (Gross
et al., 1991). L'induzione della iNOS si verifica principalmente durante un'infezione,
un’infiammazione cronica e nei tumori (Krdncke et al., 1998). L'attivazione di iNOS
richiede il fattore di trascrizione legante i promotori dei geni dell’interferone di tipo | e del
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer (NF-xB) e questo spiega perché I’espressione di
INOS é caratteristica dell’inflammazione (Kamijo et al., 1994; Martin et al., 1994; Xie et
al., 1994; Zamora et al., 2000; Morris et al., 2003; Lowenstein et al., 2004; Suschek et al.,
2004; De Stefano et al., 2006). Mentre nel caso delle NOS costitutive 1’azione dello NO si
manifesta quasi immeditamente dopo lo simolo, nel caso della iNOS 1’azione dello NO

compare tardivamente (dopo almeno 3 ore dallo stimolo iniziale) e puo durare oltre 24 ore.
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La comparsa ritardata della iNOS ¢ dovuta al fatto che I’enzima non si trova preformato,
ma deve venire sintetizzato. La produzione di iNOS in cellule muscolari lisce vascolari in
seguito ad esposizione a citochine pro-infiammatorie € una delle principali cause di
ipotensione, cardiodepressione e iporeattivita vascolare nello shock settico (Schini et al.,
1991; Kirkebgen et al., 1999; Sharshar et al., 2003; Spink et al., 1995) infatti I’attivazione
della iINOS e la corrispondete produzione di NO avvengono in modo massivo nello shock
settico e possono portare a morte del paziente in seguito a grave e irreversibile caduta della

pressione arteriosa (Kirkebgen et al., 1999).

La iNOS é un enzima ad alto rendimento e genera fino a 1000 volte di piu NO rispetto alla
eNOS (Goldenbaum et al., 1993). Lo NO, iNOS-derivato pu0 portare a effetti nocivi, non a
causa delle azioni dirette dello NO per sé, ma piuttosto per aumenti di concentrazione di
NO che diventa disponibile per reagire con il radicale superossido (O,"), legame questo che
porta alla formazione del radicale perossinitrito (ONOQ) altamente nocivo e, piu a valle,

di ulteriori derivati quali nitrili e idrossili (SoRelle et al., 1998).
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3.1.3eNOS

Rappresenta la principale isoforma e la sua attivita € importante per la regolazione della
funzione vascolare (Zhang et al., 2011) L'attivita della eNOS, e quindi la produzione di NO
puo essere avviata/rafforzata da diversi stimoli (Fig. 5) (Dimmeler et al., 1999) come
’acetilcolina, (Chen et al., 1996; Xu et al., 1996; Cohen et al., 1997; Kellogg et al., 2005),
la bradichinina (Davisson et al., 1996; Danser et al., 1998; Coppo et al., 2000; Bae et al.,
2003), I’istamina (Mannaioni et al., 1997; Kishi et al., 1998; Lantoine et al., 1998; Li et al.,
2003; Mondillo et al., 2009) il 17B-estradiolo (Caulin-Glaser et al., 1997; Nekooeian et al.,
1998; Chen et al., 1999; Selles et al., 2001; Miyazaki-Akita et al., 2007).

Acetylcholine,
bradykinin,
Growth factor, histamine
hormones l
l Endothelial cell

cah

LR J /
Shear stress . \l
PKA- or Akt- @T
phosphorylation ‘/
Ser635._ Thraos @
NOS

Ser1177 (R P
= inhibition
— O

Figura 5: Stimoli che attivano e/o disattivano la eNos

Agonisti, come acetilcolina, bradichinina e istamina, agiscono sui recettori specifici sulla
membrana delle cellule endoteliali per indurre aumenti della concentrazione intracellulare
di calcio, che si lega alla calmodulina e porta all'attivazione del dominio di legame della
calmodulina alla eNOS (Fig. 4) (Kuchan et al., 1994; Hall et al., 1997; Walch et al., 2000;
Parsons et al., 2006). Daltra parte, la fosforilazione di eNOS indipendentemente dalla
concentrazione di calcio € anche importante per I'attivazione dell'enzima perché facilita il

flusso attivo degli elettroni dal dominio reduttasico al dominio ossigenasico (Sessa, 2004).
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La fosforilazione & una modificazione post-traslazionale, che aggiunge un fosfato (PO 4 )
che a sua volta, viene rimosso dalla fosfatasi (Butt et al., 2000). Questa modificazione
altera l'attivita di eNOS e la fosforilazione di vari residui amminoacidici puo indurre
differenti effetti opposti (Kolluru et al., 2010) Cosi, per eNOS, il residuo Serll77 (o
Ser1179 seconda delle specie) rappresenta un sito di attivazione mentre il residuo Thr495
rappresenta un dominio inibitorio. Protein-chinasi A (PKA) e proteine chinasi B (Akt)
attivano eNOS fosforilando la Ser1177 in risposta a vari stimoli (Dimmeler et al., 1999;
Chen et al., 1999). Al contrario, il perossido di idrogeno e la bradichinina attivano la eNOS
per produrre NO fosforilando la Ser1177 e defosforilando la Thr495 (Harris et al., 2001,
Thomaset al., 2002). Aumenti di rilascio di NO indotto da un aumento dello shear stress e
del 17p-estradiolo sono dovuti principalmente a questo pathway calcio-indipendenti
(Dimmeler et al., 1999; Caulin-Glaser et al., 1997; Kuchan et al., 1994). In particolare, lo
shear stress induce la fosforilazione di eNOS in Serl179 e Ser635 in maniera PKA-
dipendente (Boo et al., 2000).

3.2 LOCALIZZAZIONE INTRACARDIACA DELLE NOS

Malgrado i termini nNOS, ed eNOS facciano pensare ad una presenza ben localizzata dei
due enzimi, é stato col tempo visto che sia la nNNOS che la NOS possono essere presenti in
tessuti diversi da quello in cui sono state inizialmente riscontrate. Cosi, mentre negli
endoteli e stata rinvenuta solo la eNOS, nei cardiomiociti sono presenti tutti e tre i tipi di
enzimi (Balligand et al., 1997).

La funzione contrattile & influenzata dalla quantita di NO; a basse dosi (submicromolari),
sembra che ci sia un piccolo effetto inotropo positivo, mentre a piu alte concentrazioni
(micromolare o superiore) le dosi hanno effetti inotropi negativi (Mohan et al., 1995; Shah
et al., 2000). Di conseguenza, gli effetti biologici dello NO nel cuore possono variare
notevolmente a seconda di quale isoforma della NOS sia attivata e della quantita di NO
rilasciato. Cio é ulteriormente aggravato dall'espressione differenziale delle isoforme NOS
in vari tipi di cellule cardiache: 1’espressione di eNOS ¢ piu alta nell’ endocardio e nelle
cellule endoteliali microvascolari cardiache (Vanhoutte et al., 2009), mentre I'espressione

di iNOS ha dimostrato di essere relativamente piu elevato nei cardiomiociti.
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La stimolazione Beta-adrenergica di cuori di topi knockout eNOS - / - induce effetti
inotropi positivi, mentre nei cuori di Topi knockout nNOS - / -., sono stati osservati effetti
inotropi negativi (Barouch et al.,, 2002). Il meccanismo alla base di questi effetti
paradossali dello NO é dovuto alla posizione subcellulare di queste due isoforme della
NOS (Bredt et al., 2013). Pertanto, la localizzazione spaziale delle specifiche isoforme
della NOS in distretti distinti nelle cellule cardiache ha importanti implicazioni per gli

effetti dello NO sulla funzione contrattile (Fig.6).

Sarcoplasmic
reticulum

L-type Ca?* channel
A 4
2+
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~

Ca?*

Contractile
proteins

Figura 6:Nel cardiomiociti, eNOS associata alle caveole e ai canali del calcio di tipo L,induce
inibizione del rilassamento. D'altra parte, nNOS associata al reticolo sarcoplasmatico (SR) e ai
recettori rianodinici (RyR), induce aumento del rilascio del calcio necessario per ['avvio della
contrazione muscolare.
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Nei cardiomiociti, la eNOS ¢ associata intimamente con le caveole che sono i centri
specializzati nell’attivita di segnalazione, associate ai recettori -adrenergici e canali al
Ca? L-type. La co-localizzazione di eNOS, con i recettori p e canali al Ca?* permette
allo NO eNOS-generato di avere una poca distanza di diffusione per attivare i suoi bersagli
molecolari (Barouch et al., 2002). Il risultato netto di questa interazione € un effetto
inotropo negativo, dal momento che lo NO impedisce I'apertura del canali Ca?* e quindi

I'inibizione dell’effetto inotropo positivo B-adrenergico indotto.

La nNOS e localizzata sul reticolo sarcoplasmatico (SR) e in prossimita dei recettori
rianodinici (RyR); pertanto lo NO- nNOS generato puo facilmente attivare i recettori RyR
per rilasciare Ca ®* dal SR e causare un effetto inotropo positivo, mediando cosi un effetto
sulla funzione contrattile del miocardio (Barouch et al., 2002).

Lo NO contribuisce alla regolazione della contrazione del miocardio e alla sua protezione
nel pre- e post-condizionamento ischemico. Diversi studi hanno chiarito il suo ruolo nello
scompenso cardiaco e nel limitare il rimodellamento ventricolare sinistro (Dawson et al.,
2005; Godecke et al., 2001). Lo NO induce vasodilatazione mediante una riduzione della
concentrazione di Ca?* intracellulare, causata dal pathway che coinvolge la guanilato
ciclasi (GC) e la PKG. L'attivazione della GC da parte dello NO porta alla formazione del
cGMP che, a sua volta, attiva la PKG, la quale ¢ in grado di fosforilare proteine target,
come il PLN e le Ca*-ATPasi del reticolo sarcoplasmatico, proteine del miocardio
coinvolte nell'omeotasi del Ca**. Questo pathway & di fondamentale importanza per la
vasodilatazione poiche inibisce l'idrolisi del fosfatidil-inositolo e la mobilizzazione del
Ca®* intracellulare. Inoltre, il pathway NO-cGMP-PKG contrasta la vasocostizione indotta
dall'attivazione dei recettori dell'endotelina, dell'angiotensina 1l e della vasopressina (Tang
et al., 2003).

La figura 7 mostra come lo NO vada ad influenzare I'inotropismo cardiaco inducendo la
produzione di cGMP, il quale, a basse concentrazioni, inibisce l'attivita della fosfodisterasi
11 (PDE I1l1), impedendo cosi l'idrolisi del cAMP e consentendo il suo accumulo nelle
cellule (Kojda, 2001; Kojda et al., 1996). Inoltre, basse concentrazioni di NO possono
attivare l'adenilato ciclasi (AC), con conseguente formazione del cAMP che,
accumulandosi nella cellula, attiva la proteina chinasi A (PKA), responsabile dell'apertura

dei canali al Ca®* voltaggio-dipendenti del sarcolemma e del recettore della rianodina
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(Ry/R) del reticolo sarcoplasmatico, dunque dell'aumento della contrazione del miocardio
(Marx et al., 2000).

NO
(low concentration)

cGMP
(low concentration)

INCREASED
CONTRACTILITY

wy

Figura 7. Effetto inotropo positivo di bassa concentrazioni di NO. L'apertura dei VOC del
sarcolemma da parte della PKA e dei canali Ry/R da parte della PKA e del cADPR induce un
icremento del ca®* intracellulare, con conseguente effetto inotropo positivo.
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La figura 8 illustra come il cGMP pud chiudere i canali del Ca** mediante l'attivazione
della PKG. Questo pathway é attivato da una elevata produzione di cGMP in risposta ad
alte concentrazioni di NO ed e responsabile dell'effetto inotropo negativo. Alte
concentrazioni di NO possono indurre una riduzione della contrazione del miocardio anche
attraverso un pathway cGMP-indipendente che consiste nella riduzione della respirazione

mitocondriale nei miocardiociti.

NO
(high concentration)
\

cGMP GTP
(high concentration)

Membrane hyperpolarization

PKG

\(x'.—'v‘u sensitivity of

l Troponin T to Ca™

DECREASED CONTRACTILITY J

/

Figura 8. Effetto inotropo negativo di elevate concentrazioni di NO e di cGMP. La PKG induce
una iperpolarizzazione di membrana che chiude i canali al Ca®" voltaggio-dipendenti e riduce la
sensibilita della troponina al Ca®*. entrambi gli effetti sono responsabili dell'inotropismo negativo.
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4 REGOLAZIONE INTRINSECA ETEROMETRICA: LA LEGGE DI STARLING

La risposta cardiaca ai cambiamenti di ritorno venoso e di riempimento ventricolare e
intrinseca al cuore e non dipende da meccanismi neuroumorali estrinseci, anche se tali
azioni possono modificare la risposta cardiaca intrinseca. La capacita del cuore di
modificare la sua forza di contrazione e, pertanto, la gittata sistolica in risposta ai
cambiamenti di ritorno venoso € definita meccanismo di Frank-Starling (0 legge di
Starling del cuore) (Starling et al., 1926). In condizioni fisiologiche, la risposta del
miocardio a un allungamento é bifasica e comporta un rapido (entro un battito) aumento
dell’inotropismo cardiaco cioe, la risposta Frank-Starling, che é seguita da un lento

aumento anche se meno pronunciato della forza di contrazione, ciog, I'effetto Anrep.

Il rapido aumento della contrazione si verifica a causa di un incremento, lunghezza-
dipendente, della formazione dei ponti trasversi e dall’aumento della sensibilita al Ca ** dei
miofilamenti mentre l'aumento lento che segue e associato a un incremento delle
concentrazioni intracellulari Ca 2* (Calaghan & White et al., 1999). Per spiegare perché la
distensione delle fibre miocardiche ne faccia aumentare la forza di contrazione, sono state
formulate alcune ipotesi. La prima ipotesi considera la posizione di filamenti spessi di
miosina e dei filamenti sottili di actina nel sarcomero. Affinché si possa avere il massimo
sviluppo di forza, & necessario che le due linee Z possano essere tratte verso il centro del
sarcomero in modo da avere una sovrapposizione ottimale tra actina e miosina. Come si
puo notare dalla figura 9, il massimo sviluppo di forza avviene solo se la lunghezza di
riposo della fibra non é troppo breve, quindi tutti i ponti trasversi rivolti verso le due
estremita del sarcomero potranno inserirsi sui filamenti sottili del lato verso cui sono
rivolti, cosicché sullo stesso filamento sottile, potranno inserirsi anche i ponti trasversi del
lato opposto. Se lo stiramento della fibra provoca un allungamento del sarcomero, tutti i
ponti trasversi potranno inserirsi nel modo piu appropriato per sviluppare la massima forza.
Una sovrapposizione ottimale dei filamenti spessi e sottili &€ raggiunta quando il sarcomero
ha una lunghezza compresa tra 2.0-2.2u m. A lunghezze superiori, la tensione decade e la
sovrapposizione tra i miofilamenti diminuisce con meno opportunita di formazione di ponti

trasversi.
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Figura 9: Possibili posizioni dei miofilamenti per il meccanismo Frank-Starling

Tutto cio indica che piu il miocardio e stirato dal riempimento, piu alta sara la sua forza di
contrazione e la quantita di sangue pompata (Gordon et al., 2001; Kobayashi & Solaro,
2005).

Un’altra ipotesi che puo spiegare il meccanismo di Starling ¢ 1’aumento dell’affinita del
Ca®* per la troponina C in seguito ad aumenti delle concentrazioni intracellulari dello ione.
In assenza di Ca®* la tropomiosina che & legata al complesso delle troponine T, I e C,
impedisce il legame tra actina e miosina. Quando il Ca** lega la troponina C, legata a sua
volta alla troponina I, permette alla tropomiosina di spostarsi lungo il filamento di actina
consentendo alle teste della miosina di formare i ponti trasversi con 1’actina (Gordon et al.,
2001). La terza ipotesi consiste nell’attivazione della nNOS che sintetizza lo NO in
risposta allo stiramento della fibra (Zhang et al., 2009). La nNOS localizzata tra i tubuli
trasversi e le cisterne del reticolo sarcoplasmatico (Casadei e Sears, 2003; Khan et al.,
2003; Massion e Balligand, 2003), una volta attivata, produce lo NO il quale a sua volta
stimola I’apertura dei canali rianodinici per il Ca®* con conseguente aumento della sua
concentrazione intracellulare. Questo pathway suggerisce che il meccanismo di Frank-
Starling, almeno in parte, puo essere mediato dal rilascio di NO (Casadei and Sears, 2003,
Pelat et al., 2005).
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Lo stretch puo inoltre stimolare nei miocardiociti 1’eNOS localizzata in prossimita dei
tubuli T del sarcolemma e la NNOS presente sulla membrana del reticolo sarcoplasmatico.
Lo NO prodotto mediante eNOS ed nNOS apre i canali Ry/R, cosi da indurre un aumento
della forza di contrazione. L’eNOS e implicata sia nella risposta rapida (Frank - Starling)
che lenta (Anrep) in seguito ad uno stiramento della fibra. Fisiologicamente, I'effetto
Anrep costituisce un potente meccanismo attraverso il quale il cuore si adatta a un brusco
aumento del post-carico, che avviene dopo I’attuazione della legge di Frank-Starling. E un
esempio di autoregolazione omeometrica per cui il cuore aumenta le prestazioni
meccaniche nel battito in seguito ad un aumento improvviso della pressione aortica. Gleb
Von Anrep dimostro nel 1912 che un’occlusione dell’aorta discendente toracica, induceva
un aumento della pressione sistolica, mentre riduceva la gittata. Essendo pero 1’aumento
della pressione, superiore a quello della diminuzione della gettata sistolica, il lavoro per
battito risultava aumentato. Lo stiramento meccanico prolungato stimola il rilascio di
angiotensina Il (Ang I1) dal miocardio ventricolare, che, a sua volta, contribuisce all'effetto
Anrep tramite un meccanismo che comporta il rilascio di endotelina 1 (ET-1) (Pérez et al.,
2001; Calaghan et al., 2001). E 'stato postulato che un aumento Ca 2* in entrata tramite lo
scambiatore Na'-Ca”* (NCX) dopo l'attivazione del trasportatore Na*-H* (NHE) pud
svolgere un ruolo importante nel mediare I'effetto Anrep (Pérez et al., 2001; von Lewinski
etal., 2004).
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Il presente studio si ¢ avvalso dell’utilizzo di tecniche sperimentali sia fisio-
farmacologiche, come la metodica Langendorff, sia biomolecolari, come
I’Immunoblotting, i dosaggi ELISA e il Biotin Switch Assay.

1 METODICA LANGENDORFF

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando, come modello sperimentale, il preparato di
cuore di ratto isolato e perfuso secondo la metodica Langendorff. Si tratta di una metodica
che, grazie alle condizioni di perfusione che riflettono molto da vicino 1I’emodinamica
cardiaca dell’animale in vivo, si presta agevolmente a studi fisiofarmacologici. | vantaggi
sostanziali di questo modello sperimentale consistono nella possibilita di valutare gli effetti
cardiovascolari diretti di numerose sostanze in termini di funzione contrattile, di attivita
elettrica e di funzione metabolica; nella possibilita di eseguire studi di dosaggio di farmaci
in modo rapido e con esatto controllo delle concentrazioni; nella possibilita di sospendere
la somministrazione della sostanza in esame intercambiando i fluidi di perfusione (Cerra et
al., 2006). Inoltre, il preparato permette di condurre studi sulla risposta cardiaca in seguito
a variazioni del flusso coronarico, sulla reattivita vascolare, sulla funzionalita
dell’endotelio e del muscolo liscio (Cerra et al., 2006). La metodica, che utilizza il
preparato del cuore di ratto isolato e perfuso per indagare 1’attivita meccanica cardiaca, fu
messa a punto per la prima volta nel 1897 da Oscar Langendorff, medico e fisiologo
tedesco. | suoi primi esperimenti sono stati condotti per lo piu utilizzando cuori di gatto,
ma anche di cane e coniglio.

La metodica ha subito modifiche e miglioramenti nei decenni successivi e a oggi rientra
pienamente tra le metodiche d’elezione per lo studio della fisiologia cardiovascolare.

Il principio di base del cuore isolato e perfuso secondo Langendorff ¢ 1’'impiego della
perfusione retrograda del cuore mediante incannulazione dell’aorta, che permette di
valutare I’attivita del cuore intatto, il quale, in opportune condizioni di ossigenazione,
perfusione e temperatura, presenta la sua classica auto ritmicita miogena. Durante la
perfusione retrograda, trovando chiusa la valvola aortica, il perfusato e dirottato nelle
arterie coronariche e attraverso il sistema vascolare coronarico, fuoriesce dal seno
coronarico che si apre nell’atrio destro e nell’arteria polmonare. In teoria se non vi €
sfondamento delle valvole aortiche, le cavita cardiache rimangono vuote durante tutta la

riperfusione. Benché I’attivita cardiaca non risenta dell’influenza di altri organi, della
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circolazione sistemica, del controllo nervoso centrale e autonomo che la ricondurrebbero a
situazioni piu reali, la metodica € molto utile quando si voglia analizzare I’attivita cardiaca
senza influenze periferiche. | vantaggi sostanziali di questa metodica consistono nella
possibilita di valutare in real time e in sincrono una serie di parametri fisiologici,
biochimici, farmacologici, quali la funzione contrattile, attivita elettrica, frequenza
cardiaca, pressione coronarica e metabolismo cardiaco in base all’effetto diretto di
numerose sostanze; nella possibilita di eseguire studi di dosaggio dei farmaci in modo
rapido e con esatto controllo delle concentrazioni; nella possibilita di sospendere la
somministrazione della sostanza in esame intercambiando i fluidi di perfusione. Inoltre, il
preparato permette di indurre ischemia regionale o totale, e di condurre studi sulla risposta
cardiaca in seguito a variazioni del flusso cardiaco, sulla reattivita vascolare, sulla

funzionalita dell’endotelio e del muscolo liscio.

1.1 ANIMALI

Gli esperimenti, autorizzati dal Ministero della Sanita (Roma, Italia) e regolati dal decreto
legislativo 116 del 1992, sono stati realizzati adoperando ratti maschi del ceppo SHR di
peso pari a 442+13 g e i loro controlli normotesi Wistar Kyoto (WKY) di peso pari a
477£16 g, forniti dalla Harlan Laboratories s.r.l. (Udine, Italia). Al loro arrivo, al fine di
consentire un completo recupero dallo stress conseguente al trasporto, gli animali sono
stati stabulati per almeno quattro giorni in un ambiente climatizzato, con temperatura
costante di circa 25°C, illuminato artificialmente per cicli di 12 ore consecutive. Inoltre, i
ratti sono stati alimentati ad libitum e sacrificati entro massimo venti giorni dal loro arrivo.
| ratti sono stati sottoposti a misurazione della pressione sistolica quotidianamente
mediante il metodo classico tail cuff, al fine di valutare le condizioni ipertensive degli
animali utilizzati nel presente studio. La pressione arteriosa misurata prima di ciascun
esperimento mediante il tail cuff method era: WKY': pressione sistolica= 148+12 mmHg e
pressione diastolica= 86£2 mmHg; SHR: pressione sistolica = 218+14 mmHg e pressione
diastolica = 128+4 mmHg. Il peso del ventricolo sinistro nei ratti WKY era di 2.28+0.03 e
nei ratti SHR era 4.01+0.09 (*p<0.05 versus WKY).
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1.2 DISSEZIONE, ISOLAMENTO ED
INCANNULAZIONE DEL CUORE

Prima di procedere all’isolamento del cuore, ¢
necessario anestetizzare rapidamente I’animale in modo
da ridurre al minimo lo stress. L’animale ¢ anestetizzato
mediante iniezione intraperitoneale di carbammato di
etile (29/KQ).

Dopo aver verificato che 1’animale sia completamente

privo di riflessi, e che, quindi I’anestesia abbia dato pieno

effetto, si realizza un’incisione Figura 10: Incannulazione d?ll aorta

nw
trans-addominale (FIG.10) che consente di evidenziare ’

la cavita toracica; il torace é quindi aperto con un

-
taglio bilaterale lungo il margine inferiore dalle ultime (/
alle prime costole, al fine di rimuovere la cute e i 13\\4

muscoli sottostanti. A questo punto, la gabbia toracica e
sollevata, esponendo il cuore.

L’organo € espiantato dopo incisione dell’aorta, della S
vena cava e dei vasi polmonari e subito immerso in un
becker contenete la soluzione di perfusione mantenuta a
4° C per evitare danni ischemici (Hearse & Sutherland, L =
2000). N oo

In seguito, ’aorta viene incannulata (FIG.11)

o . Figura 11: Incisione trans-addominale
per iniziare la perfusione retrograda a flusso costante.

Alcuni ricercatori preferiscono incannulare 1’aorta in situ prima dell’espianto del cuore ma
qualunque sia la procedura, € importante che la perfusione vascolare sia ristabilita il piu
presto possibile (Sutherland et al., 2000).

Con la pratica I’intervallo che intercorre tra 1’espianto e 1’incannulazione non supera i 30
secondi (Galinanes et al., 1990). La cannula di perfusione aortica puo essere costituita da
una notevole varieta di materiali quali il vetro, la plastica o I’acciaio inossidabile € il suo

diametro esterno ¢ di circa 3 mm per il cuore di un ratto di 250g (Sutherland et al., 2000).

Per ridurre al minimo la possibilita che si formino bolle al momento dell’incannulazione, ¢
consigliabile che la soluzione di perfusione goccioli dalla cannula gia prima che il cuore

sia collegato attraverso 1’aorta e fissato mediante una legatura con filo di seta (Sutherland
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et al., 2000). Dopo aver fissato il cuore, & praticata una piccola incisione a livello
dell’arteria polmonare, che potrebbe essere accidentalmente legata durante
I’incannulazione, in modo da favorire un adeguato drenaggio; inoltre per prevenire
I’accumulo di perfusato nel ventricolo sinistro, € effettuato all’apice ventricolare un

piccolo foro mediante 1’ausilio di un ago.

Una volta completata 1’incannulazione e iniziata la perfusione, la funzione contrattile e il
ritmo cardiaco si stabilizzano completamente in circa 20 minuti (Sutherland et al., 2000)
(FIG.12))

il

P -

Male Wistar rat, 200g

Incannulation and retrograd

perfusion (12 mL/min)
Krebs-Henseleit
solution
95% O, + 5% CO,
data aquisiton .
system 37°C

Figura 12. Isolamento e incannulazione del cuore di ratto perfuso per via retrograda con
soluzione KHs.
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1.3 MODALITA DI PERFUSIONE

Il metodo di Langendorff prevede l’incannulazione dell’aorta che viene in tal modo
collegata a un serbatoio contenente il fluido di perfusione ossigenato. La perfusione &
condotta in senso retrogrado, a flusso costante di 10-13,5mlemin-1 per grammo di cuore
fresco (Legssyer et al., 1997; Doring et al., 1990), normalmente dell’ordine di una
pressione di perfusione pari a 60-100 mmHg.

In entrambi i casi, le valvole aortiche vengono chiuse forzatamente e il fluido di perfusione
attraverso le coronarie perfonde I’intera massa cardiaca, ¢ drena mediatamente il seno
coronarico nell’atrio destro (Sutherland et al., 2000). La perfusione a flusso costante
aggiunge un ulteriore elemento di stabilita al preparato.

A volte, & necessario procedere con la perfusione a pressione costante in quanto &
necessario valutare I’autoregolazione del sistema e quindi adattare automaticamente il
volume di perfusato diretto ai vari distretti cardiaci nel momento in cui vi sono variazioni
di frequenza o di lavoro o quando & imposta un’ischemia regionale (Sutherland et al.,
2000). La temperatura ideale di perfusione é intorno a 37-37,5 °C, che si ottiene tramite un
sistema di termostatazione che controlla tutti i serbatoi contenenti il perfusato, la camera di
perfusione e i vari tubi che compongono ’apparato (Sutherland et al., 2000). 1l sistema piu
efficace prevede I’utilizzo di un bagno termostato a circolazione esterna con un accurato
disegno del circuito per evitare eventuali cadute di temperature lungo I1’apparato
(Sutherland et al., 2000).
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1.4 APPARATO DI PERFUSIONE

L’apparato impiegato nella metodica Langendorff ¢ costituito da un serbatoio contenente la
soluzione di perfusione Krebs-Henseleit (KHs), una pompa peristaltica, una trappola per
bolle, un bagno termoregolatore e un sistema di acquisizione dati interfaccia PowerLab
(Fig.13).
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Figura 13: Rappresentazione schematica dell apparato di perfusione

L’apparato presenta due trasduttori (model BLPR, cod. 187000) che registrano
rispettivamente la pressione del ventricolo sinistro e la frequenza cardiaca il primo, mentre
la pressione coronarica il secondo. Entrambi i trasduttori sono collegati al sistema di
acquisizione dati PowerLab, che a sua volta € collegato a un computer (Pentium IlI,
Hewelett Packard Brio).
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La pompa peristaltica ha il compito di prelevare la soluzione dal serbatoio e di spingerla,
attraverso una serie di tubi, dapprima nella trappola per bolle al fine di evitare la
formazione di emboli che potrebbero danneggiare il cuore e falsare il risultato degli

esperimenti e successivamente al cuore attraverso una cannula inserita direttamente

nell’aorta.
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1.5 COMPOSIZIONE DEL PERFUSATO

La maggioranza degli studi in letteratura prevedono 1’'uso come mezzo di perfusione del
tampone bicarbonato secondo Krebs e Henseleit (KHs) (Sutherland et al., 2000). Il

tampone bicarbonato KHs ha la seguente composizione:

Sostanze Concentrazione in nM
NaCl 113
KCI 4.7
MgS0O4 7H,0 12
CaCl,2H,0 1.8
NaHCo, 25
KH,PO, 1.2

Sodio Piruvato 5

Glucosio 11
Mannitolo 11

Il KHs preparato quotidianamente, deve essere mantenuto a un pH di 7.4 attraverso la
continua ossigenazione con una miscela 95% e 5% CO,.

Per evitare la precipitazione dei Sali di calcio, che potrebbero occludere le arterie
coronariche, é consigliabile aggiungere il componente calcio alla fine della preparazione
della soluzione. Inoltre il KHs dovra essere opportunamente filtrato con membrane di
nitrocellulosa (Millipore) da 0,8 micron al fine di rimuovere le impurita che possono essere
presenti anche nei piu puri prodotti chimici commerciali.

Dal punto di vista metabolico, il cuore perfuso € in grado di utilizzare il glucosio come
unico substrato energetico per sopperire alla mancanza degli acidi grassi che, sebbene in

Vivo sono la sorgente primaria d’energia, non possono essere utilizzati nel preparato perché
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risultano insolubili in soluzioni acquose e danno effetti schiumogeni se sottoposti
all’azione di gas (Sutherland et al., 2000).

Le sostanze da testare possono essere aggiunte al KH alle concentrazioni desiderate,
mentre nel caso di composti instabili questi possono essere infusi attraverso un braccio

laterale della cannula aortica, regolandone opportunamente la concentrazione.

1.6 SISTEMA DI ACQUISIZIONE DEI PARAMETRI CARDIACI

L’acquisizione dei dati ¢ stata compiuta attraverso un sistema McLab, collegato a un
computer che elabora i dati attraverso il software Chart 4.2. Tale sistema consente di
registrare i dati sull’hard-disk e di visualizzarli graficamente in tempo reale sul monitor.
L’interfaccia McLab utilizzata € un sistema a quattro vie, collegato a due trasduttori di
pressione, a una sonda di temperatura e a un ossimetro. Il primo trasduttore, collegato al
palloncino, permette di registrare la pressione del ventricolo sinistro, mentre il secondo
misura la pressione coronarica; il terzo canale &€ connesso a una termocoppia che consente
di monitorare la temperatura durante tutto il corso dell’esperimento; il quarto canale
potrebbe essere utilizzato per la misurazione del consumo d’ossigeno mediante un
ossimetro i cui elettrodi vanno posti a livello della cannula aortica (via d’ingresso al cuore)
e dell’arteria polmonare (via d’uscita del perfusato). I trasduttori di pressione sono calibrati
prima dell’inizio di ogni esperimento utilizzando un manometro a mercurio, che permette
di impostare sul computer un range fisiologico di valori pressori in mmHg.

Il sistema di acquisizione simula un registratore su carta che, secondo la velocita di
scorrimento impostata, permette di visualizzare singoli momenti dell’esperimento 0 il

percorso sperimentale per intero.
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1.7 PARAMETRI DELL’ATTIVITA CARDIACA

Il sistema di acquisizione ed elaborazione & impostato in modo tale da calcolare in tempo
reale i parametri emodinamici che sono salvati su un foglio di supporto Data Pad. Alla fine
della registrazione i dati immagazzinati sul Data Pad possono essere trasferiti su un file
Microsoft Excel per I’elaborazione statistica.

| parametri emodinamici rilevanti nel corso di un esperimento sul cuore isolato e perfuso

possono essere distinti in tre classi in relazione alla fase dell’attivita cardiaca interessata

(FIG.14):

1) Parametri relativi all’attivita sistolica:

s LVP (Left Ventricular Pressure), espressa in mmHg, rappresenta un indice della

pressione sviluppata dal ventricolo sinistro in condizioni di lavoro isovolumetrico;

s (LVvdP/dt)max, espressa in mmHg per s-1 (indicata come Vmax), indica la

massima velocita di contrazione sistolica isovolumetrica;

s TTP (Time To Peak), espresso in msec, rappresenta il tempo necessario a

raggiungere il picco di contrazione sistolica isovolumetrica;

% HR (Heart Rate), espressa in battiti/min, rappresenta la frequenza cardiaca;

% RPP (Rate Pressure Product), pari al prodotto tra LVP ed HR ed espresso in 10-4
mmHg/battiti/min, rappresenta un indice del lavoro cardiaco.

2) Parametri relativi al recupero diastolico :

s LVEDP (Left Ventricular End Diastolic Pressure), espressa in mmHg per s-1, ¢ la

pressione telediastolica sviluppata dal ventricolo sinistro;

s -(LVdP/dt)max, espressa in mmHg per s-1 (indicata come Vmin), indica la

massima velocita di rilasciamento ventricolare;
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X/
L X4

3)

HTR ( Half Time Relaxation), espresso in msec, indica la meta del tempo
necessario al ventricolo sinistro per il completo recupero diastolico;
T/-t & dato dal rapporto tra + (LVVdP/dt) max e — (LVdP/dt) max.

Parametri relativi alla funzionalita coronarica:

CP (Coronary Pressure), espressa in mmHg, € la pressione di perfusione

coronarica.
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Figura 14. Rappresentazione grafica dei parametri emodinamici valutabili mediante il sistema di
acquisizione dati PawerLab nella metodica Langendorff.
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2 IMMUNOBLOTTING

I ventricoli sinistri di cuori WKY e SHR sottoposti a curve Frank-Starling e perfusi con
soluzione fisiologia, e cuore sottoposti a Frank-Starling e perfusi con CST (75nM) sono
stati omogenati in ghiaccio in presenza di un reagente di lisi, il RIPA buffer (Sigma-
Aldrich, Milano, Italia) contenete inibitori delle proteasi, (Lmmol/L aprotinina, 20 mmol/L
phenylmethylsulfonyl fluoride e 200 mmol/L sodiumorthovanadate); in seguito
I’omogenato ¢ stato centrifugato a 220g per 10 minuti a 4° C al fine di rimuovere eventuali
detriti per poi recuperare il sovranatante contenete proteine (corrispondente a 60ug). Il
dosaggio delle proteine totali e stato eseguito mediante valutazione colorimetrica con il
metodo di Bradford, utilizzando come standard una curva ottenuta dalla densita ottica
dell’albumina sierica (BSA) a diverse concentrazioni partendo da una soluzione di Img/ml.
A 50ug di lisato proteico, diluito 1:10, € aggiunto 1ml di reattivo di Bradford e la
soluzione cosi ottenuta € letta allo spettrofotometro a una lunghezza d’onda A di 595nm.

Il metodo Bradford si basa sull’osservazione che il massimo di assorbanza di una
soluzione di Comassie Brilliant Blue G250 si sposta da 465 a 595 nm in seguito al legame
con le proteine. La quantita di colorante legato dipende dal contenuto di aminoacidi basici
nelle proteine in soluzione.

Aliquote di lisato cellulare aventi la stessa quantita di proteine totali sono state sottoposte a
separazione elettroforetica mediante tecnica riducente SDS-PAGE su gel di
poliacrilammide al 10%. Lo SDS conferisce un involucro negativo che permettera la
separazione proteica solo per peso molecolare e non per carica elettrica netta posseduta,
facendo in modo che, sotto 1’azione del campo elettrico applicato, tutte le proteine migrino
verso il polo positivo. Al lisato proteico e stato aggiunto in rapporto 1:1 il Buffer Laemmli
per permettere la rottura di eventuali ponti di solfuro presenti nelle molecole. A questo
punto si esegue una bollitura di 5min e si caricano i campioni con un marker a peso
molecolare noto sul gel di poliacrilammide. Il tutto € immerso in un buffer di corsa
contenente glicina (TRIS 25 mM, Glicina 192 mM, pH 8.3 e SDS 0,1%). La corsa
elettroforetica é stata condotta applicando una differenza di potenziale di 90V per circa due
ore a temperatura ambiente. Dopo la corsa elettroforetica, le proteine sono state trasferite
dal gel su una membrana di polivinildenfluoruro (PVDF) mediante trasferimento con
camera MINI-TRANSBLOT in buffer di trasferimento a basso contenuto salino (TRIS
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25mM, Glicina 192mM, pH 8.3 e SDS 0.1%, Metanolo 20% ). Il gel e la membrana sono
stati sottoposti in modo da formare un “sandwich” all’interno di una camera formata da
due elettrodi paralleli: in questo sistema il foglio di PVDF si verra a trovare tra I’anodo e il
gel. 1l trasferimento delle proteine e stato favorito dall’applicazione di una differenza di
potenziale di circa 60V per 2h a 4°C. In seguito la membrana € stata posta in una soluzione
di milk non-fat in TBS-T 1X (TrisHC1 100mM, pH 7.5, NaCl 1M, Tween 20 all’1%) per
1h a temperatura ambiente in modo da bloccare tutti i siti aspecifici di interazione
idrofobica. Dopo un breve lavaggio con buffer TBS 1X, la membrana di PVDF é stata
incubata overnight con gli anticorpi primario diretto contro le proteine fosforilate pAKT,
peNOS, pnNOS e pPLN, e contro le loro rispettive proteine totali (AKT, eNOS, nNOS e
PLN), usate come loading control (diluizione 1:1000). Poi, la soluzione con I’anticorpo ¢
stata rimossa e la membrana sottoposta a tre lavaggi di 10min ognuno con TBS-T 1X. In
seguito la membrana é stata incubata per 1h con anticorpo secondario (diluizione 1:2000 in
TBS-T 1% e milk non-fat al 5%) in grado di riconoscere la porzione costante della 1gG
utilizzata come anticorpo primario coniugato con la perossidasi di rafano. A questo punto
la membrana e stata nuovamente lavata con TBS-T 1X e sottoposta alla tecnica
d’immunorilevazione mediante 1’utilizzo del kit ECL® System in chemiluminescenza.
L’enzima perossidasi, coniugato all’anticorpo secondario, ¢ in gradi di catalizzare in
condizioni basiche 1’ossidazione del luminolo, un substrato chemiluminescente. Il
luminolo passando attraverso uno stato eccitato emette una certa quantita di luce che puo
essere visualizzata esponendo il filtro trattato a una lastra fotografica (Hyperfilm ECL)
(FIG.15).

NH> o) NH->

COOH
H,0 ,/HO-

=
-

-

Perossidasi di rafano

+ N, + H,0, <+ fotone

=
e

COCH

Luminolo 0

Figura 15: Reazione di chemioluminescenza che consente la visualizzazione sulla lastra
fotografica.
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3 BIOTIN SWITCH ASSAY

Al fine di rilevare le proteine S-nitrosilate e stato utilizzato il metodo Biotin Switch Assay,
cosi come riportato da Jaffrey e Snyder nel 2001. Tale dosaggio prevede come primo step
il blocco del gruppo SH, come secondo step la riduzione del gruppo SNO a gruppo SH e
come terzo step il legame della biotina a tali gruppi SH (FIG.16). Le proteine “biotinilate”
sono ulteriormente sottoposte a un comune Western Blot. In seguito alla corsa
elettroforetica e al trasferimento, le membrane sono incubate con la strepdavidina e dalla
rilevazione del complesso biotina-streptavidina si ha dunque la possibilita di analizzare i
livelli di nitrosilazione delle proteine di cuori controllo e di cuori trattati. | cuori di ratto
perfusi sono stati istantaneamente congelati in azoto liquido e al momento opportuno
omogenati e sottoposti al cosiddetto Biotin Switch Assay (Jaffrey et al., 2001; Jaffrey &
Snyder, 2001). Il campione di partenza, opportunamente aggiustato alla concentrazione di
1mg/ml di proteine e prima trattato con un blocking buffer (225 nM Hepes, ph 7.7, 0.9 nM
EDTA, 0,09 nM neucupoine, 2,5% SDS, 20 nM MMTS) a 50°C per 20 minuti, affinché i
gruppi SH liberi possano essere bloccati; poi & precipitato con acetone freddo, centrifugato
a 4°C per 5 minuti a 2000 g e risospeso in hens buffer (250 nM Hepes, ph 7.7, 1 nM
EDTA, 0,1 nM neocrupoine, 1% SDS).

Figural6: Biotin switch Assay Tutte queste operazioni sono
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Step 4. Wash away unbound protein Step 5. Elute protein-protein Step 6. Analyze protein-protein
interaction complex interaction complex by SDS-PAGE.
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4°C per 5 minuti a 2000 g e risospese in hens buffer. Tali proteine biotinilate sono
sottoposte a western blot; caricate su gel al 10. In seguito alla corsa elettroforetica, sono
trasferite su membrana che viene incubata per 1 ora prima con il latte al 5% e poi con la

streptavidina diluita 1:5000. Si procede infine con lo sviluppo ECL su lastra.
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4 DOSAGGIO ELISA

Per la determinazione delle concentrazioni del cGMP e del cAMP i cuori, precedentemente
congelati in azoto liquido (200-300mg), sono stati omogenati con acido tricloroacetico al
6% a 0°C e centrifugati a 10.000 giri per 10 minuti. Dopo aver prelevato il supernatante,
questo é stato lavato 3 volte con dietiletere saturato con acqua; la fase acquosa é stata
raccolta e conservata a -80°C. La determinazione delle concentrazioni di cGMP e CAMP ¢
stata compiuta usando un kit commerciale di dosaggio immunoenzimatico Biotrack
Enzymeimmunoassay (EIA) System (Amersham Bioscences) (FIG.17).

Il pozzetto & Caricamento Aggiunta quantita L'anticorpo Coloro I'anticorpo in
foderato di campione nota di anticorpo reagisce con tutta eccesso che si &
k-caseina B specifico per la la k-caseina B del legato alla base del
k-caseina B campione e la pozzetto
parte in eccesso si
lega alla k-caseina
B del pozzetto
K R 2
|
-Q I)\ r Y
ve A b6 ®
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® | caseinaB Intensita del Colore A Anticorpo k-caseina B

@ k-caseina & X Anticorpo secondario

Maggiore & I'intensita del colore inferiore &
il contenuto di k-caseina B nel campione

Figura 17: Dosaggio ELISA
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5 PROTOCOLLI SPERIMENTALI

Sostanze utilizzate
5.1 Langendorff
Nel presente lavoro sono state utilizzate le seguenti sostanze:
- Carbammato di etile, come anestetico
- Catestatina

- L-NAME- inibitore della NOS

- PTIO,2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide-scavanger
dell’ossido nitrico

- 0ODQ, N5- (1-imino-3-butenyl)-L-ornithine)-inibitore della guanilato ciclasi
solubile (sGC)

- KT5823- inibitore della protein chinasi G (PKG)

- Triton X-100

- Tapsigargina-Inibitore della pompa SERCA 2°

La catestatina e stata sintetizzata in fase solida, utilizzando come protezione del gruppo
amminoacidico N-terminale FMOC (9-fluorenylmethoxy-carbonyl); il peptide e stato poi
purificato (> 95%) mediante RP-HPLC; la sua autenticita e purezza € stata verificata
attraverso cromatografia analitica e spettrometria di massa (MALDI).

KT5823 e Tapsigargina sono stati acquistati da Calbiochem (Milano, Italia).

PTIO, ODQ, TRITON X-100, sono stati acquistati dalla Sigma Chemical Co. (St.Louis,
MO).

Tutte le soluzioni sono state preparate in acqua bidistillata.

ODAQ é stato preparato in etanolo.
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5.2 Immunoblottig

Hepes, NaCl, EGTA, Glicerolo, Sodio-dodecil-solfato (SDS), Metanolo, Aprotinina, Na-
orto-vanadato, PMS-F (Fenilmetilsulfinilfluoride), Poliosso-Etilen-Sorbitan-Monolaurato,
Tween 20 (Sigma Aldrich, Milano, Italia), ECL-Kit (GEHealthcare), Hyperfilm ECL®
(Amersham), Carta Whatmann 3 mm, Bradfford Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich), Mini
Trans Blot (Biorad, Italy), Hybond-P Nitrocellulose (GE Healthcare), BrenchMarkTM Pre-
Stained Protein Ladder (Invitrogen), Albumina Sierica Bovina frazione V (BSA) (Sigma-
Aldrich).

Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primari policlonali: anti-p-eNOS, anti p-nNOS,
anti-p-AKT, anti-p-PLN; gli anticorpi primari sono stati riconosciuti mediante appositi
anticorpi secondari (anti-rabbit) coniugati con perossidasi di rafano (Santa Cruz, DBA-Srl,

Milano, Italia).

5.3 CONDIZIONI BASALI DI PERFUSIONE

Gli esperimenti, in accordo con i dati riportati in letteratura (Legssyer et al., 1997; Doring
et al., 1990), sono stati condotti con perfusione retrograda a flusso costante compreso fra
10 e 13,5 ml/min g-1 (grammo di cuore fresco). La performance cardiaca & stata
stabilizzata in circa 15-20 min, mentre la durata dell’esperimento ¢ stata determinata dal
tipo di protocollo eseguito. Tutti gli esperimenti sono stati realizzati a valori costanti di pH
(7,4) e di temperatura (37°C) e su ciascun cuore € stato testato un singolo protocollo per
evitare fenomeni di desensitizzazione Cuori controllo sono stati ottenuti perfondendo i

cuori son KH per la durata di 180 min.
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6 RISPOSTA CARDIACA AL MECCANISMO DI FRANK-STARLING

Le Curve Starling sono state generate aumentando il volume del palloncino
intraventricolare in sei step di 10 microlitri. La funzione cardiaca é stata valutata entro 1
minuto da ogni incremento di volume, corrispondente a uno stato stazionario. La
valutazione completa della risposta di Frank-Starling & stata completata entro 15
minuti. Per valutare la sensibilita del cuore di ratto al maggiore precarico, sono state
generate doppie curve Frank-Starling. Dopo la valutazione di base, la pressione in entrata e
stata portata alle condizioni di controllo ed e stata generata una seconda curva di Starling

in presenza di CST (75nM). Questo ha permesso di annullare la "memoria del cuore”.

6.1 RISPOSTA DELLA CST IN CUORI WKY E SHR

Per valutare se la CST influenzasse la risposta Frank-Starling in cuori di ratti WKY ed
SHR ¢ stata generata una curva di Starling, aumentando la pressione di riempimento in
modo graduale e perfondendo i cuori con sola soluzione fisiologica. Dopo la valutazione di
base, la pressione d’ingresso & stata riportata alle condizioni di controllo, ed é stata
generata una seconda curva Starling in presenza di CST (75 nM).

6.1.1 COINVOLGIMENTO DEL PATHWAY DELLO NO

In una seconda serie di esperimenti, dopo aver generato una prima curva Frank-Starling, la
pressione d’ingresso & stata portata ai valori di controllo, e una seconda curva e stata

generata in presenza di CST piu un inibitore specifico quale:

o L’inibitore della NOS, L-NAME

o Lo scavanger dello NO, PTIO

o L’inibitore specifico della sGC, 1H-(1,2,4) ossadiazolo-(4,3a) chinossalin-1-one
(ODQ)

o L’antagonista della proteina chinasi G (PKG), KT5823

o L’inibitore della pompa SERCAZ2a, la Tapsigargina

62



Materiali e Metodi

6.1.2 COINVOLGIMENTO DELL’ENDOTELIO DELLE CORONARIE

Per valutare il presunto coinvolgimento, I'endotelio delle coronarie e inattivato mediante
una breve perfusione con TRITON X-100 (diluizione 1:200), somministrato 30 minuti
dopo la stabilizzazione. Il trattamento con TRITON X-100 induce un incremento precoce
della CP (37£5.1), la quale ritorna pressoché ai valori di controllo dopo 20 minuti. La LVP
si abbassa significativamente durante il trattamento con TRITON X-100 e poi si recupera
completamente entro 20 minuti. La curva di Starling viene generata in presenza di CST (75
nM) come descritto precedentemente. Per verificare I'effetto del TRITON X-100, alla fine
del trattamento il cuore e lavato con la soluzione di Krebs e poi riperfuso per 10 minuti con
bradichinina (100 nM). Solo i cuori in cui la bradichinina non modifica la CP sono inclusi

nell'analisi (Angelone et al., 2012).

6.1.3 DOSAGGIO ELISA: DETERMINAZIONE DI cGMP-cAMP
INTRACELLULARE

Al fine di valutare dei livelli del cGMP e cAMP, il tessuto cardiaco congelato (tessuto
endocardico e cardiomiociti presi da atri e ventricoli 200-300 mg) é stato sottoposto a un
metodo immunoanalitico che ha previsto I’uso di un kit commerciale (Biotrak enzyme

immunoassay system; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA).

7 ANALISI STATISTICA

| parametri emodinamici relativi agli esperimenti di perfusione cardiaca (e i valori a essi
riferiti) sono espressi come medie + errore standard (SEM) delle variazioni percentuali
rispetto ai valori di controllo. Il confronto tra i gruppi, utile per individuare eventuali
differenze significative tra le diverse condizioni sperimentali, & stato valutato mediante
two-way ANOVA, seguito dal Bonferroni post-hoc test; le variazioni sono considerate

significative per p< 0,05 (8).
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Risultati

1 CONDIZIONI BASALI DI PERFUSIONE

Dopo 20 minuti di stabilizzazione, sono stati registrati i valori basali. La stabilita & valutata
controllando le variazioni della performance cardiaca ogni 10 minuti. Esperimenti
preliminari mostrano che i preparati cardiaci si mantengono stabili per un tempo di 180
minuti all’apparato di perfusione. Al termine della stabilizzazione sono stati registrati i

seguenti valori basali di perfusione:

s LVP =88+70 mmHg;

% +(LVdP/dt)max = 2489+124 mmHg/sec;

s TTP =79,71 mmsec;

< LVEDP = 11,35 mmHg/ sec;

s -(LVvdP/dt)max = -1664+70 mmHg/sec;

» HTR =0,05+0,01 msec;

% HR = 218,72 battiti/minuto;

s RPP =2,00+ 10-4 » mmHg/ battiti/minuto;

»  CP =63+3 mmHg;

s T/t =+(LVdP/dt)max/-(LVdP/dt)max =-1,48+1,85 mmHg/sec;

% 7t (Tau) =0.04+0.01 s-1.

La resistenza e la stabilita dei cuori isolati e perfusi secondo la metodica Langendorff, sono state
misurate controllando le variazioni della performance cardiaca ogni 10min. Da esperimenti
preliminari di time course su preparati perfusi solo con KHs, & emerso che i preparati di
cuore di ratto sono stabili per un tempo di 180 min all’apparato di perfusione (dati non

mostrati).

65



Risultati

2 LA CTS MODULA LA RISPOSTA FRANK-STARLING IN RATTI NORMOTESI E
IPERTESI

Precedenti studi hanno dimostrato che, sul cuore di ratto la CST induce effetti inotropi
negativi ad una concentrazione compresa tra 11 e 200nM (Angelone et al., 2008). In
condizioni basali, questi effetti hanno raggiunto un massimo a 5 minuti dopo 1’esposizione
iniziale e sono rimasti stabili fino a 20 minuti (Angelone et al., 2008; 2012). Per
determinare gli effetti che la CST esercita sulla risposta cardiaca del meccanismo di Frank-
Starling, la performance cardiaca € stata valutata prima e dopo trattamento con una singola
concentrazione di CST in ratti normotesi e ipertesi. Gli esperimenti sono stati condotti
utilizzando una concentrazione di CST pari a 75 nM, ovvero la dose in grado di indurre
effetti inotropi e lusitropici negativi corrispondenti al valore di EC50 (Angelone et al.,
2008; 2012; Penna et al., 2010). In questo studio, gli esperimenti sono stati condotti
utilizzando una concentrazione di CST pari a 75 nM, la quale & in grado di esercitare effetti
inotropi e lusitropici negativi e corrisponde al valore di EC50 del peptide. (Angelone et al.,
2008; 2012; Penna et al., 2010). I risultati ottenuti mostrano un significativo aumento della
risposta di Frank-Starling in presenza di CST rispetto a quanto ottenuto in cuori controllo,
rilevabile da un aumento significativo di LVP (mmHg) e LVdP/dt max (mmHg), sia nei
cuori ipertesi che in quelli normotesi (FIG. 18). Tuttavia, la risposta eterometrica al
trattamento con CST e piu evidente nei cuori di ratti ipertesi. Inoltre, si osserva anche un
cambiamento significativo nel rilassamento del miocardio, documentato dalla LV dP/dt min
sia nei cuori normotesi che in quelli ipertesi (FIG.18).
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3MECCANISMO D’ AZIONE

Il meccanismo d'azione responsabile della modulazione della risposta Frank-Starling CST-
dependente é stato valutato su entrambi i cuori di ratti normotesi e ipertesi. Sulla base di
curve dose risposta precedenti (dati non mostrati), tutti gli inibitori sono stati utilizzati in
una concentrazione che non ha influenzato significativamente la performance cardiaca

(dati non mostrati) .

3.1 RUOLO DELL'ENDOTELIO VASCOLARE

E noto che I'endotelio vascolare (VE) & una fonte importante di NO il quale svolge un
ruolo chiave nella mediazione di specifici signaling intracellulari coinvolti nel controllo
battito per battito e a lungo termine della performance contrattile (Desjardins et al., 2006).
Per chiarire se la modulazione della risposta Frank-Starling CSTdipendente coinvolgesse
lo NO, VE-prodotto, cuori normotesi e ipertesi sono stati esposti a CST dopo trattamento
del VE con il TRITON X- 100, sostanza in grado di danneggiare funzionalmente ma non
strutturalmente I'endotelio. Questo pre-trattamento modifica la risposta cardiaca al
meccanismo di Frank-Starling CST-dipendente poiché riduce la risposta al precarico, come
dimostrato dalla riduzione del parametro LVP (50,3 £ 7,9 in WKY €59 + 2.7 in SHR)
rispetto ai cuori perfusi con soluzione fisiologica, supportando ulteriormente il ruolo
centrale dello NO derivato dall'endotelio nella modulazione della risposta Frank-Starling
(FIG.19).
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3.2 MECCANISMO DI TRASDUZIONE DEL SEGNALE

IP3K — eNOS-NO-cGMP pathway

In condizioni basali, la CTS induce un‘azione cardiosoppressiva, attraverso il pathway
IP3K-NOS-eNO-e-cGMP (Angelone et al., 2008; 2012). Per determinare se nella
modulazione CST-dipendente della risposta Frank-Starling, siano coinvolti I’'IP3K ovvero
I’attivatore del pathway dello NO e, lo NO, NOS-prodotto i cuori isolati normotesi e
ipertesi sono stati trattati con una singola concentrazione di CST (75 nM) in presenza
dell’inibitore dell’IP3K, ovvero la Wortmannina (100 nM) e dell’inibitore della NOS
ovvero L-NAME (10 mM). Entrambi i trattamenti hanno abolito I'aumento della risposta
Frank-Starling CST -dipendente sia in cuori normotesi sia in quelli ipertesi (FIG.20). I
coinvolgimento dello NO endogeno e stato confermato utilizzando il PTIO (100 nM)
scavenger dello NO, che ha abolito la risposta CST dipendente su cuori WKY e SHR (FIG.
19).

Considerando che lo NO modula la performance cardiaca mediante l'attivazione della sGC,
entrambi i gruppi sperimentali sono stati trattati con una singola concentrazione di CST (75
nM) in presenza di ODQ (10 pM), un potente ossidante e inibitore della sGC (FIG. 20).
Poiché ODQ ha bloccato I'effetto CST-dipendente sulla risposta di Frank-Starling, come
dimostrato dalla riduzione della LVP, per valutare ulteriormente il coinvolgimento del
cGMP i cuori normotesi e ipertesi sono stati perfusi con KT5823 (0.1 uM), inibitore della
PKG. Al pari di quanto osservato in presenza di ODQ, il trattamento con KT5823 blocca
I'azione positiva sul meccanismo di Frank-Starling indotta dalla CST, confermando che,
anche in condizioni di stretch, la CST € uno stimolo paracrino per il signaling NO-sGC-
PKG (FIG. 20). Quando i cuori sono stati perfusi con Wortmannina, L-NAME, P-TIO,
ODQ e KT5823, il parametro LVP in cuori WKY al massimo precarico era rispettivamente
71.7+43;70,9 %£6,9; 7,08 £ 6,1; 68,5 £ 6; 67,3 £ 6,6, mentre in cuori SHR, al massimo
precarico il parametro LVP era rispettivamente 68,4 + 1,4; 66.2 £ 1.7; 66,7 = 1,5; 49.1 +
5.4; 68,6 + 1,5, rispettivamente. Questi effetti non sono stati significativi per quanto

riguarda la somministrazione di solo di Krebs.
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3.3 RUOLO DEL CALCIO

La disponibilita del calcio intracellulare contribuisce alla risposta Frank-Starling del
miocardio (Calaghan et al., 2009). Per valutare il coinvolgimento del calcio intracellulare
negli effetti indotti dalla CST sugli aumenti del precarico, cuori di ratti WKY e SHR sono
stati esposti a CST piu la tapsigargina, un inibitore della pompa SERCAZ2a. La perfusione
con tapsigargina ha ridotto significativamente I'aumento della risposta Frank-Starling CST-
dipendente in entrambi cuori WKY e SHR (FIG.20) rafforzando il ruolo del reticolo
sarcoplasmatico nella ricaptazione del Ca2+. La tapsigargina ha indotto un aumento non
significativo del parametro LVP (68,5 £ 5 in WKY e 55.8 + 2.0 in SHR) al massimo

precarico, rispetto al solo Krebs.

3.4 LIVELLI DI CGMP E CAMP

Considerando che la CST agisce attraverso il pathway NO-cGMP in questo lavoro e stato
visto che le concentrazioni di cGMP intracardiache sono piu elevate nei cuori trattati con
CST rispetto a quelli perfusi con sola soluzione fisiologica. La concentrazione del cGMP,
determinato con dosaggio ELISA sono superiori nei cuori SHR rispetto ai cuori WKY
esposti a CST (FIG.21). Abbiamo anche dimostrato che le concentrazioni di CAMP erano

simili in entrambi i cuori WKY e SHR (dati non mostrati).

3.5 S-NOTROSILAZIONE

La S-Nitrosilazione é recentemente emersa come importante processo in grado di modulare
I’attivita di importanti proteine cardiache e, quindi, la performance cardiaca stessa. 1l biotin
switch assay ha consentito di evidenziare un generale aumento della S-nitrosilazione della
frazione proteica in estratti ventricolari di cuori sottoposti a curve di Frank-Starling e
perfusi con CST. In entrambi i cuori WKY e SHR, il peptide ha indotto un aumento della

S-nitrosilazione di proteine ad alto, medio e basso peso molecolare (FIG.24).
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3.6 VALUTAZIONE DEI LIVELLI DI FOSFORILAZIONE DI AKT, eNOS, nNOS,
PLN

Per verificare ulteriormente il coinvolgimento del pathway dello NO negli effetti cardiaci
indotti dalla CST, i preparati cardiaci sono stati sottoposti a Western Blotting. | dati
ottenuti mostrano un aumento della fosforilazione di AKT, eNOS, nNOS e del PLN
(FIG.22-23).
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Figura 18: Effetti dell'incremento di 10 pL del volume del palloncino in lattice collocato nel
ventricolo sinistro relativi ai parametri LVP, LVdP/dt max e LVdP/dt min prima e dopo
trattamento con una singola concentrazione di CST (75 nM) in cuori di ratti normotesi e ipertesi. |
risultati sono espressi in mmHg. Le variazioni significative rispetto al controllo sono state

elaborate mediante two-way ANOVA: §=p<0.05.
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Figura 19: Effetti dell'incremento di 10 pL del volume del palloncino in lattice collocato nel
ventricolo sinistro relativi al parametro LVP, dopo trattamento con CST (75 nM) e con CST +
TRITON X-100, dopo trattamento con CST e con CST + L-NAME (10 nM) e dopo trattamento con
CST con Cts + PTIO (100 nM) in cuori di ratti normotesi e ipertesi. | risultati sono espressi come
medie delle variazioni percentuali + errore standard. Le variazioni significative rispetto al

controllo sono state elaborate mediante two-way ANOVA: §=p<0.05
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Figura 20. Effetti dell'incremento di 10 uL del volume del palloncino in lattice collocato nel
ventricolo sinistro relativi al parametro LVP, dopo trattamento con singola concentrazione di CST
(75 nM) o CST + ODQ (10 1M), CST (75 nM) o CST + KT5823 (0.1 1M) e CST (75 nM) o CST +
Tapsigargina in cuori di ratti normotesi e ipertesi. Le variazioni significative rispetto al controllo
sono state elaborate mediante two-way ANOVA: 8=p<0.05.
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Figura 21: Valutazione dei livelli di cGMPin omogenati cardiaci di cuori di ratti normotesi (WKY)
e ipertesi (SHR) sottoposti a curve di Starling, Starling + CST Le variazioni significative rispetto
al controllo sono state elaborate mediante one-way ANOVA: §=p<0.05.
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Figura 22. Espressione di p-AKT e p-eNOS in cuori WKY ed SHR sottoposti a curve di Starling, e

Starling + CST Le variazioni significative rispetto al controllo sono state elaborate con una
media + SEM: §=p<0.05
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Figura 23: Espressione di p-nNOS e p-PLN in cuori WKY ed SHR sottoposti a curve di Starling, e
Starling + CST. Le variazioni significative rispetto al controllo sono state elaborate con una media
+ SEM: §=p<0.05
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Figura 24: (a) Analisi Western Blotting di roteine S-Nitrosilate in ventricoli cardiaci di
WKY e SHR. (b)Analisi densitometrica delle bande S-Nitrosilate ad alto peso molecolare
(~200 kDa), a medio peso molecolare (~100 kDa) e a basso peso molecolare (~25 kDa).
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E’ ormai accertato che il peptide CST, derivato da taglio proteolitico della CgA, é in grado
di modulare il sistema cardiovascolare sia in condizioni fisiologiche sia patologiche
(Angelone et al., 2008). Queste azioni, che mimano gli effetti mediati dallo NO, includono
cardiodepressione, vasodilatazione, azione anti-adrenergica e cardioprotezione dai danni da
I/R (Angelone et al., 2008; 2012; Perrelli et al., 2013). Recentemente, usando il cuore di
rana come biomassa, & stato osservato che la CST regola anche la risposta di Frank-
Starling (Mazza et al., 2012). 1l presente lavoro, per la prima volta, ha dimostrato che nel
cuore di ratto, considerato prototipo del cuore di mammifero, la CST migliora la risposta di
Frank-Starling. Quest’ azione si verifica non solo in condizioni di normotensione, come
osservato nei ratti WKY, ma anche in presenza d’ipertensione, come quella che si verifica
in ratti SHR, un ben riconosciuto modello di disfunzione cardiaca indotta da ipertensione
associata a senescenza. Dai risultati ottenuti si evince che gli effetti CST-dipendenti
coinvolgono I’endotelio  vascolare e richiedono [lattivazione del pathway
AKT/NOS/NO/cGMP/PKG.

Questi effetti sono accompagnati da un aumento della S-nitrosilazione di proteine
miocardiche.

Lo stretch meccanico € un importante stimolo fisiologico e patologico nel cuore, che
consente di ottimizzare la funzione contrattile del miocardio in risposta alle esigenze
funzionali del tessuto (Katz et al., 2002). Sebbene il suo significato biologico sia noto da
tempo, i meccanismi molecolari che lo consentono non sono del tutto chiari. In condizioni
fisiologiche, la risposta del miocardio allo stretch ¢ bifasica e comporta un grande e rapido
(entro un battito) aumento dell’inotropismo, ciog, la risposta Frank- Starling propriamente
detta, seguita da un lento e un aumento, anche se meno pronunciato della forza di
contrazione, cioe, I'effetto Anrep (Cingolani et al., 2013). In preparati di muscolo cardiaco
isolato e stato dimostrato che i cambiamenti nella lunghezza originaria del muscolo
influenzano [I’attivazione dei miofilamenti, secondo la relazione classica nota come
attivazione lunghezza-dipendente (Parmley et al., 1973; Fabiato et al., 1975; Lakatta et al.,
1977). Questi meccanismi includono cambiamenti strutturali delle proteine contrattili in
risposta ad aumenti della concentrazione del Ca®*, cambiamenti di attivita di effettori
intracellulari come IP3 e PKC, e I'apertura di canali in seguito a stretch (Crozatier, 1996),
nonché variazioni a carico di proteine, prime fra tutte la titina e cambiamenti
nell’organizzazione spaziale dei filamenti contrattili (lattice hypothesis) (Fukuda et al.,
2009).
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La titina, una proteina ad altissimo peso molecolare, € importante per determinare la
geometria e la distanza tra filamenti spessi e filamenti sottili, in modo tale che le variazioni
della lunghezza del sarcomero tramite attraverso la titina, sono trasformati in differenti
distanze tra filamenti spessi e filamenti sottili, e quindi maggiore o minore probabilita

d’interazione tra le teste di miosina e i filamenti di actina (Fukuda et al., 2009).

Dall’analisi condotta in questo studio, € emerso che, su cuori di ratto normotesi, la CST
aumenta significativamente la performance contrattile in risposta allo stiramento, come
dimostrato dall’incremento dei parametri LVP e LVDP/dTmax. Essa potenzia anche la
risposta diastolica, come mostrato da un incremento del parametro LVDP/dTmin. Da
sottolineare che la CST migliora la risposta di Frank-Starling anche su ratti ipertesi SHR di
18 mesi di eta, momento nel quale I’ipertensione arteriosa sfocia in ipertrofia e scompenso
ventricolare (Boluyt et al., 1995; Han et al., 2014). Sebbene non siano state compiute
valutazioni morfometriche per descrivere il livello d’ipertrofia nel cuore di ratto SHR, i
dati di letteratura disponibili e il maggiore peso del cuore osservato in questi animali
rispetto a quelli di controllo normotesi, ha indicato I’esistenza d’ipertrofia ventricolare. A
supporto del deterioramento morfofunzionale, il cuore dei ratti SHR usati in questo studio
ha mostrato una performance alterata, esemplificata da una ridotta contrattilita espressa sia
da una riduzione del parametro LVP che da una diminuita risposta di Frank-Starling,
quando perfusi con soluzione fisiologica. E’ interessante che 1’esposizione alla CST ne ha
potenziato la performance miocardica in risposta al preload. Questo pu0 essere vantaggioso
per il cuore malato poiché allevia il danno funzionale, possibilmente apportando benefici
anche limitandone il progressivo deterioramento funzionale. Ulteriori studi su ratti SHR
giovani chiariranno se e in che misura gli effetti della CST sulla risposta Frank-Starling
dipendono dal livello d’ipertrofia e da una compliance diastolica modificata. Questo
potrebbe essere interessante in quanto il ratto SHR, prima dei 18 mesi, rappresenta un

modello di pre-scompenso cardiaco.
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1 MECCANISMI COINVOLTI NELLA MODULAZIONE CST-DIPENDENTE
DELLA RISPOSTA DI FRANK-STARLING

Il presente studio ha mostrato che 1’endotelio vascolare e il pathway NO-cGMP sono
coinvolti nel miglioramento CST-indotto della risposta di Frank-Starling sia in ratti
normotesi che ipertesi. Questo ¢ stato mostrato dall’assenza degli effetti indotti dalla CST
dopo il danno endoteliale indotto da Triton-X100, cosi come dopo I’esposizione del cuore
perfuso a L-NAME, inibitore della eNOS, e allo scavenger dello NO, PTIO. Inoltre, € stato
osservato che, sia nei ratti WKY che SHR, gli effetti positivi indotti dalla CST sulla
risposta di Frank-Starling sono aboliti dal blocco specifico della sGC mediante ODQ e
sono accompagnati da un incremento dei livelli intracellulari di cGMP. Questi risultati
sono in accordo con precedenti osservazioni che hanno mostrato, sul cuore isolato e
perfuso secondo Langendorff (Angelone et al., 2008) cosi come su muscolli papillari e
cardiomiociti isolati che gli effetti basali della CST e la sua azione anti adrenergica
richiedono un endotelio coronarico intatto e reclutano il pathway PI3K/Akt-NO-cGMP-
PKG pathway (Angelone et al., 2008; 2012).

E’ noto che, insieme all’endotelio endocardico, 1’endotelio vascolare coronarico
rappresenta una fonte molto importante di NO paracrino prodotto dalla eNOS (Perrelli et
al., 2013) mentre i miocardiociti generano NO autocrino attraverso la eNOS e la nNOS
localizzate nelle caveole di membrana e in prossimita del reticolo sarcoplasmatico (Petroff
et al., 2010, Stojanovic et al., 2001, Hammond et al., 2012). Una volta rilasciato, lo NO
attiva la sGC incrementando la produzione di cGMP e questo permette un’adeguata
vasodilatazione coronarica, controllando al contempo il comportamento meccanico dei
miocardiociti (Layland et al., 2002; Prendergast et al., 1997). Il risultato ¢ 1’ottimizzazione
della risposta ventricolare, sia sistolica che diastolica non solo in condizioni basali, ma
anche in risposta allo stretch. Questo e di fondamentale importanza in quegli stati
patologici caratterizzati da disfunzione diastolica, inclusa I’ipertrofia ventricolare e lo
scompenso cardiaco (Boluyt et al., 1995). Nel cuore scompensato dei ratti SHR anziani,
caratterizzato da una disfunzione nella contrazione e nel rilassamento (Crabos et al., 1997,
Bayraktutan et al., 1998; Hammond et al., 2012,), i meccanismi per la generazione di NO
sono danneggiati a causa anche dell’endotelio disfunzionale e di una diminuita espressione
della eNOS (Ito et al., 1997). In queste circostanze, una ridotta disponibilita di NO, e la
conseguente limitazione della perfusione coronarica del miocardio, accrescono il

deterioramento della performance emodinamica.
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E’ noto che lo NO ¢ coinvolto anche nella risposta mioardica allo stretch, con un
meccanismo regolato in termini spaziali e temporali. Durante le due fasi della risposta allo
stiramento (quella rapida e quella lenta; vedi sopra), il sistema NOS-NO interviene
seguendo una ben precisa sequenza temporale che coinvolge le NOS costitutive (eNOS e
nNOS) localizzate all'interno del miocardio e nell'endotelio, sia vascolare sia endocardico
(Garofalo et al., 2009). Nella fase rapida, la nNOS localizzata nel SR genera NO il quale
induce un incremento del Ca* intracellulare attraverso la modulazione del complesso
PLN-SERCA (Zhang et al., 2009). Questo evento € accompagnato da un rilascio di NO
eNOS-dipendente dall'endotelio vascolare che induce la formazione dei ponti trasversi e
aumenta la sensibilita del Ca®" per la Troponina C (Prendergast et al., 1997; Petroff et al.,
2010). Nella fase lenta, lo stretch delle fibre determina un’attivazione dell’eNOS la quale,
attraverso la via NO-GC-cGMP, induce un aumento transitorio del Ca?* e aumento della
forza di contrazione (Casadei et al., 2003). In questa cascata di eventi della normale fase
lenta, la PKG gioca un ruolo permissivo, come recentemente dimostrato nei muscoli
papillari (Casadei et al., 2003). Cosi, fisiologicamente, la produzione endogena NO é
temporalmente modulata per sostenere la diversa risposta allo stretch. Nello studio
concernente il ruolo della CST nella risposta miocardica allo stiramento, bisogna rilevare
che i parametri cardiaci, sia nei WKY sia in quelli SHR sono stati misurati 1 min dopo
ogni incremento del volume del palloncino intraventricolare, operando cosi all'interno della
prima fase (Cingolani et al., 2003; Casadei et al., 2003). E’ importante da rilevare che le
azioni della CST sono accompagnate da S-nitrosilazione di proteine e dalla produzione di
cGMP, suggerendo 1’attivazione dei meccanismi NO-dipendenti. Inoltre, come mostrato in
questo ma anche in precedenti studi, la CST sembra interagire con l'endotelio vascolare
contribuendo alla generazione paracrina di NO (Angelone et al., 2008; 2012). Tuttavia
rimane una questione irrisolta se il peptide modula soltanto la prima o anche la fase

inotropa tardiva, o entrambe.

E’ stato osservato che nei ratti WKY e SHR ['effetto positivo suscitato dalla CST sulla
risposta di Frank-Starling é abolito dall’inibizione specifica della sGC da parte
dell’inibitore ODQ, accompagnata da un aumento dei livelli del cGMP intracellulare. E'
noto che I'attivazione dello NO incrementa la produzione di cGMP da parte della sGC. A
sua volta il cGMP attiva la PKG che riduce la concentrazione intracellulare di Ca®* per
chiusura dei canali lenti di membrana e anche i canali rianodinici del reticolo

sarcoplasmatico, modulando negativamente la contrattilita cardiaca, attraverso
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fosforilazione della troponina | e ridotta affinita del Ca** per la troponina C (Layland et al.,
2002; Prendergast et al., 1997). Allo stesso tempo, un aumento di attivita della pompa
SERCAZ2a indotta dallo NO consente un modo rapido di adattamento alla contrattilita
miocardica aumentando il reuptake del calcio nel SR (Zhang et al., 2008).

Nel presente studio, si & osservato che la CST ha incrementato la risposta Frank-Starling
nei ratti WKY e nei ratti SHR mediante un aumento dei livelli di cGMP e l'attivazione
della PKG. Questo é stato dimostrato inibendo la sGC mediante trattamento con ODQ, il
quale ha annullato gli effetti della CST, e mediante la misurazione dei livelli di cGMP.
Inoltre, I’attivazione del pathway PI3K/Akt-NO-cGMP-PKG e stata dimostrata mediante
analisi Western Blotting che ha mostrato incrementi dei livelli di fosforilazione di AKT,
eNOS, nNOS e del PLN.

E’ noto che lo NO media la risposta inotropa allo stretch mediante un meccanismo che
coinvolge la S-nitrosilazione delle proteine miocardiche (Massion et al., 2005). Esso, oltre
ad attivare le vie di segnalazione cGMP-dipendenti, pud modificare direttamente i residui
sulfidrilici di proteine mediante S-nitrosilazione (Hess et al., 2005). Usando il metodo del
biotin switch, nel presente studio sono stati valutati i livelli di S-nitrosilazione delle
proteine nei cuori WKY ed SHR esposti alla manovra di Frank-Starling in presenza di
CST. 1 risultati mostrano che il peptide induce un incremento NO-dipendente della S-
nitrosilazione di proteine prevalentemente ad alto, medio e basso peso molecolare.
Sebbene ulteriori studi siano necessari per chiarire il target di queste modificazioni post-
traslazionali, & noto che nel cuore di mammifero, potenziali targets di S-nitrosilazione sono
I recettori accoppiati a proteine G (Whalen et al., 2007), Hsp90, una chaperonina coinvolta
nell’attivazione della eNOS (Martinez-Ruiz et al., 2005), e cascate mitocondriali pro ed
anti apoptotiche (Choi et al., 2002). In aggiunta, la S-nitrosilazione modula i canali per la
rianodina, i canali al potassio e gli L-type calcium channels (Choi et al., 2002). Questo
influenza in maniera importante i cicli del Ca2+ e la contrattilita (Gonzales et al., 2009). E
interessante notare che, sia nei ratti WKY sia negli SHR abbiamo osservato un aumento
della S-nitrosilazione di proteine con peso molecolare intorno a 100 kDa. Questo
corrisponde al peso molecolare apparente della dinamina, una GTPasi che puo essere S-
Nitrosilata dallo NO (Kang-Decker et al., 2007) e che recentemente si sta delineando nel
cuore come regolatore del traffico e della funzione dei canali ionici, inclusi i canali del
calcio di tipo L (Li et al., 2013).

83



Conclusioni

84

Conclusioni



Conclusioni

CONCLUSIONI

Nel presente lavoro é stato dimostrato che in cuori normotesi WKY e ipertesi SHR la CST
influenza positivamente la risposta Frank-Starling attraverso lo NO prodotto dal VE, e il
pathway PI3K/NO/cGMP/PKG L'evidenza che I’effetto CST-dipendente sulla risposta
Frank-Starling sia della stessa grandezza di quella indotta dallo NO, e supportata dal fatto
che il frammento CgA-derivato, contribuisce alla regolazione umorale della risposta
eterometrica ventricolare funzionando come un attivatore endogeno delle NOS (Angelone
et al., 2012).Questo accade non solo in condizioni normali, ma anche in presenza di una
funzione cardiaca alterata, come dimostrato dai dati ottenuti sul cuore scompensato di ratto
SHR. A lungo termine, questa produzione di NO indotta dalla CST pu0 essere vantaggiosa
per il cuore scompensato al fine di contrastare il danno, al pari di quanto descritto a
proposito dello NO in modelli animali di ipertrofia miocardica secondaria all’ipertensione
e in studi clinici (Wen et al., 2004, Young et al., 2014).

| risultati ottenuti sono rilevanti poiché contribuiscono a descrivere meglio i meccanismi
fisiologici endogeni che consentono adeguate risposte a cambiamenti emodinamici e
possono aprire la strada a studi volti a valutare I'applicazione putativa della CST in
condizioni cardiache avverse. Questo pud essere il caso di pazienti con insufficienza
cardiaca caratterizzata da dilatazione ventricolare o diminuita modulazione autonomica
cardiaca accompagnata da un aumento del post-carico, che dipendono dalla risposta Frank-

Starling per mantenere un‘adeguata portata cardiaca.
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