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ABSTRACT

Numerose evidenze indicano che I’inflammazione e la trombosi ad essa correlata
possano essere alcuni dei meccanismi coinvolti della patogenesi dell’infezione
sostenuta dal virus SARS-CoV-2 (COVID 19). In particolare, 1’endotelio dei
capillari a livello degli alveoli polmonari sarebbe un bersaglio preferenziale per
il fenomeno trombo inflammatorio sostenuto da SARS-CoV2. La Interleuchina-
6 (IL-6) sembrerebbe essere una delle principali citochine coinvolte nella
“tempesta infiammatoria” sostenuta da SARS-CoV-2. Il Tissue Factor (TF)
rappresenta il principale iniziatore dei fenomeni trombotici vascolari. Lo studio
dei pazienti con SARS-CoV-2 ha evidenziato che la vitamina D (VitD)
eserciterebbe un ruolo protettivo nei pazienti SARS-CoV-2 ma i meccanismi
molecolari potenzialmente coinvolti in tali effetti non sono ancora
completamente definiti in dettaglio. Pertanto, partendo da questo background, nel
nostro studio, ¢ stato studiato 1'effetto della VitD sul TF e sulle molecole di
adesione (CAMs) in cellule endoteliali (HUVEC) in coltura stimolate con IL-6.
Inoltre, sono stati studiati alcuni dei potenziali meccanismi molecolari coinvolti
nella modulazione di questi fenomeni. Le HUVEC coltivate in terreno arricchito
di VitD sono state stimolate con IL-6. Sono stati quindi misurati i livelli del gene
per il TF (RT-PCR), i livelli di espressione proteica del TF (Western blot),
I'espressione di superficie (FACS) e l'attivita pro-coagulante (saggio di
generazione di FXa). Nello stesso set sperimentale sono stati misurati 1 livelli

solubili di CAMs (ELISA). Infine, sono stati valutati gli effetti dell’IL-6 sull’



espressione del gene e della proteina codificanti per ACE2r (RT-PCR e Western
blot), principale recettore cellulare per il SARSCoV-2. La modulazione di NF-
kB e STAT3 (Western blot) ¢ stata valutata come meccanismo molecolare
potenzialmente coinvolto. La VitD ha ridotto significativamente I'espressione del
TF sia a livello genico che proteico, nonché l'attivita TF-procoagulante nelle
HUVEC trattate con IL-6. Effetti simili sono stati osservati per le CAMs e
l'espressione di ACE2r. L'IL-6 modula questi effetti regolando le vie NF-kB e
STATS3. In conclusione, 1'L-6, una delle principali citochine coinvolte nella
infezione sostenuta da SARS-CoV-2, induce un fenotipo proaterotrombotico
nelle cellule endoteliali favorendo ’espressione del TF e delle CAMs. Questa
citochina sembrerebbe sostenere I’infezione da SARS-CoV-2 attraverso
I'upregolazione di ACE2r. Questi effetti dell'lL-6 sulle cellule endoteliali sono
significativamente ridotti dal trattamento con la VitD. I risultati di questo studio,
con tutti 1 limiti derivati da uno studio in vitro, consentono di speculare che questo
potrebbe essere uno dei potenziali meccanismi attraverso i quali la VitD
eserciterebbe gli effetti benefici osservati nei pazienti con infezione da SARS-

CoV-2.



Introduzione

L'infiammazione associata alla comparsa della trombosi, nota come
"tromboinfiammazione", ¢ un fenomeno coinvolto nella fisiopatologia di
numerose patologie. Una caratteristica importante della trombo-infiammazione ¢
rappresentata dalla perdita delle fisiologiche proprieta antitrombotiche e
antiaterosclerotiche normalmente riscontrabili nelle cellule endoteliali [1,2].
Questa trasformazione delle cellule endoteliali si manifesta con I’espressione di
molecole di adesione cellulare vascolare e intercellulare, rispettivamente VCAM
ed ICAM [3.4], attivamente coinvolte nella fisiopatologia dell'aterosclerosi e del
Tissue Factor (TF), 'iniziatore chiave della cascata della coagulazione [5]. La
trombo-infiammazione sembra essere coinvolta anche nella fisiopatologia
dell’infezione sostenuta dal virus SARS-CoV-2 nota anche come COVID-19. E
oramai noto che questo virus, responsabile di gravi manifestazionirespiratorie, si
associa anche a serie complicanze cardiovascolari [6,7]. SARS- CoV-2 infetta
l'ospite legandosi al recettore dell'enzima di conversione dell'angiotensina 2
(ACEZ2r). Questo recettore ¢ ampiamente espresso nel polmone, che rappresenta
il principale bersaglio del virus, ma ¢ stato isolato anche nel cuore, nel rene e
nell’intestino [8,9]. Nei pazienti con infezione da SARS-CoV-2 ¢ stata osservata
una risposta inflammatoria incontrollata con rilascio di diverse citochine [10]. In
questa tempesta di citochine, l'interleuchina6 (IL-6) sembra svolgere un ruolo

cardine,



testimoniato anche dalla relazione tra livelli piu elevati di IL-6, danno alveolare,
lesioni extra-polmonari e aumento della mortalitd osservato nei pazienti che
hanno contratto I’infezione.

Numerose evidenze cliniche derivate da studi condotti durante 1’emergenza
pandemica hanno sottolineato che la supplementazione di Vitamina D (Vit D)
nella dieta dei pazienti con infezione da SARS-CoV-2 si associava al
miglioramento dell’outcome clinico (15,16). Tuttavia, i meccanismi coinvolti nel

modulare questi effetti non sono stati ancora completamente definiti in dettaglio.

Partendo da queste premesse fisiopatologiche ed osservazionali di studi clinici in
questo studio abbiamo:
T Valutato gli effetti della IL-6, una delle principali citochine coinvolte nella
infiammazione dopo infezione da SARS-CoV-2, sull’ espressione del TF
e delle molecole VCAM ed ICAM in cellule endoteliali umane incoltura.
T Investigato alcuni dei meccanismi molecolari potenzialmente coinvolti in
tale fenomeno.
T Studiato il ruolo della VitD nella modulazione degli effetti esercitati dalla

IL-6 sulle cellule endoteliali.



Materiali e metodi

Colture cellulari

Le cellule endoteliali umane (HUVEC) sono state coltivate in terreno EGM 2 con
il 10% di FBS e sono state utilizzate ai passaggi da 2 a 5. Sono state raccolte
enzimaticamente, contate in un emocitometro e subcoltivate in piastre da 24
pozzetti a una densita iniziale di circa 5x10* cellule/pozzetto o in piastre da 100
mm alla densitd di circa 2x10° cellule per piastra secondo il protocollo
sperimentale. Giunte a confluenza, le cellule sono state messe in quiescenza in
terreno privo di siero per 24 ore ¢ poi utilizzate per le diverse serie di esperimenti.
Tutti 1 reagenti, i terreni e 1'acqua utilizzati per gli esperimenti sono stati testati
per verificare I'eventuale contaminazione da endotossine mediante il Limulus

\

assay. E stato riscontrato un livello di endotossine <0,125 EU/mL.

Protocollo sperimentale

Giunte a confluenza, le cellule sono state poste in quiescenza in terreno privo di
siero per 24 ore arricchito con VitD (la,25-diidrossivitamina D3), alla
concentrazione finale di 10 nM per 1 h, come gia riportato [18,19], e poi incubate
con IL-6 (0,5 ng/mL). Le cellule stimolate con LPS (50 pug/mL) sono servite come
controllo positivo e quelle non trattate con VitD come controllo negativo.
L'espressione del TF ¢ stata valutata, come precedentemente riportato

[19],a 1 e 2 ore per i livelli genici e a 6 e 12 ore per quelli proteici.



L'espressione e l'attivita di superficie sono state valutate a 6 ore. Analogamente,
sono state valutate le espressioni di ACE2r, Caspasi-1 (come parte principale
dell'Inflammasoma) e CAMs. Infine, per verificare l'effettivo coinvolgimento del
recettore della VitD (VDR) nel meccanismo d'azione della VitD, le HUVEC sono
state trattate anche con l'antagonista del VDR ZK159222. Questo antagonista del
VDR ¢ stato utilizzato alla stessa concentrazione della VitD (10 nM), come gia
riportato [19]. Sono state valutate 1'espressione del mRNA-TF e l'attivita

procoagulante.

Livelli genici e proteici del Tissue Factor, traslocazione di superficie e attivita funzionale.

I livelli genici del TF sono stati valutati nelle HUVEC stimolate e sono stati
valutati a 1 e 2 ore come precedentemente descritto [19]. Dopo la stimolazione,
le cellule sono state lavate con soluzione salina tamponata con fosfato (PBS).
L'mRNA totale ¢ stato estratto con il reagente TRIzol, secondo il protocollo
standard. La trascrizione inversa ¢ stata eseguita utilizzando SensiFAST cDNA e
100 ng di campioni di RNA da ciascuna condizione di coltura. I campioni sono
stati eseguiti in triplicato in reazioni da 20 pL utilizzando un sistema di
rivelazione di sequenza Rotor-Gene Q. I campioni sono stati incubati a 95 C per
2 minuti e poi sottoposti a 40 cicli a 95 °C per 5 s e a 60 C per 1 minuto
utilizzando la chimica SYBR green. Gli oligonucleotidi specifici per la GAPDH

umana ed il TF umano sono stati progettati con il software PRIMER EXPRESS



sulla base delle sequenze pubblicate [19]. I risultati sono stati analizzati con un
metodo comparativo e 1 valori sono stati normalizzati rispetto all'espressione di
GAPDH e convertiti in variazione percentuale. Per ogni condizione
sperimentale sono stati eseguiti tre diversi esperimenti. I livelli di proteina del
TF sono stati eseguiti in lisati cellulari a 6 e 12 ore dalla stimolazione con IL-6. I
campioni (30 pg) sono stati trattati con tampone per campioni SDS-PAGE,
seguito da riscaldamento, e quindi sottoposti a gel al 10%. Le proteine sono state
trasferite su membrane con un sistema di blotting a secco iBLOT2, secondo le
istruzioni del produttore. Il TF ¢ stato rilevato con un anticorpo specifico (1:1000,
American Diagnostica Inc., Greenwich, CT, USA). Dopo aver rilevato il TF, le
membrane sono state "strippate" e quindi trattate per rilevare I'espressione della
tubulina come proteina housekeeping. Le intensita delle bande sono state
quantificate con il software Image 1 J (unita densitometriche 103) ed espresse
graficamente. Sono stati eseguiti sei diversi esperimenti per ogni condizione
sperimentale. L'espressione di membrana di TF ¢ stata valutata a 6 ore tramite
analisi FACS dopo l'incubazione con IL-6. Per questa analisi, le HUVEC sono
state staccate con 10 mmol/L EDTA in PBS (senza tripsina) e colorate con un
anticorpo monoclonale marcato con FITC contro il TF, o con I'appropriato isotipo
IgG (ficoeritrina o FITC) come controllo. L'intensita della fluorescenza di 9000
cellule per ogni campione ¢ stata quantificata da un analizzatore FACSCalibur.
L'attivita funzionale del TF indotto dall'lL-6 ¢ stata valutata utilizzando un saggio

colorimetrico specifico, basato sulla capacita del TF di promuovere la



generazione di FXa, come precedentemente descritto [19,20]. In breve, dopo la
stimolazione con IL-6, le cellule sono state lavate e incubate con 1 nM di FVIla
umano ricombinante, seguito da 100 nM di FXa umano purificato e 5 mM CaClI2
per 15 minuti a 37 °C. E stato quindi aggiunto un substrato cromogenico specifico
per FX e incubatoper 30 minuti a 37 °C. La reazione ¢ stata fermata aggiungendo
200 pL/mL di acido acetico (soluzione al 30%) e la variazione della densita ottica
a 405 nm ¢ stata quantificata con uno spettrofotometro. La curva standard ¢ stata
generata utilizzando FXa purificato a concentrazione nota. Per ogni condizione

sperimentale sono stati eseguiti sei diversi esperimenti.

Valutazione dei livelli di mRNA e proteina codificanti per il recettore per ACE2.
L'espressione genica del recettore ACE2 ¢ stata valutata mediante Real Time
PCR. Le cellule endoteliali sono state incubate con IL-6 e i livelli di
mRNAACE2r sono stati misurati a 4 ore. Oligonucleotidi specifici per I'ACE2r
umano sono stati progettati sulla base di sequenze pubblicate utilizzando il
software PRIMER EXPRESS e validati per la loro specificita. I risultati sono stati
analizzati con un metodo comparativo e i valori sono stati normalizzati rispetto
all'espressione di GAPDH e convertiti in variazione percentuale. Per ogni
condizione sperimentale sono stati eseguiti tre diversi esperimenti. I livelli di

proteina ACE2r sono stati misurati nelle HUVEC stimolate con IL-6 mediante



analisi Western Blot secondo il protocollo standard, come indicato. L'ACE2r ¢
stato rilevato a 8 ore dalla stimolazione con un anticorpo monoclonale specifico
(Invitrogen MAS5-26629). Dopo aver rilevato ' ACE2r, le membrane sono state
strippate e poi trattate per rilevare l'espressione della tubulina come proteina
housekeeping. Le intensita delle bande sono state quantificate con il software
Image 1 J (unita densimetriche 103) ed espresse graficamente. Per ogni

condizione sperimentale sono stati eseguiti sei diversi esperimenti.

Effetti sull’espressione delle molecole di adesione.

I'livelli di ICAM-1 e VCAM-1 solubili sono stati misurati nelle HUVEC a 12 ore
dalla stimolazione con IL-6 utilizzando specifici saggi ELISA (BMS201 e
KHTO0601). Entrambi i test sono stati eseguiti secondo le istruzioni del produttore.

Per ogni condizione sperimentale sono stati eseguiti sei diversi esperimenti [19].

Effetti della IL-6 sulle HUVEC: meccanismi molecolari.

\

E stato riportato che I'[L-6 attiva diverse vie intracellulari, come NF-kB e
STATS3 [21] e che queste vie regolano l'espressione di TF e CAMs. Pertanto, il
potenziale coinvolgimento di queste vie intracellulari ¢ stato studiato nel nostro

protocollo sperimentale. A questo scopo, le HUVEC sono state incubate con



IL-6 come sopra per 4 ore e poi la traslocazione di NF-kB ¢ stata valutata
utilizzando un metodo sensibile e non radioattivo per rilevare l'attivita di legame
al DNA del fattore di trascrizione specifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, M1,
USA). I livelli di STAT3 sono stati misurati con un kit ELISA EKC2516. In
parallelo, i livelli di proteina IkB sono stati valutati mediante analisi Western blot
utilizzando un anticorpo anti-IkB (diluizione 1:1000). Per ogni condizione

sperimentale sono stati eseguiti tre diversi esperimenti.

Effetti della IL-6 sulle HUVEC: ruolo della proteina NLRP3.

Alcune prove hanno dimostrato che la tempesta di citochine con livelli elevati di
IL-1 e IL-6 osservata nei pazienti affetti da SARS-CoV-2 ¢ dovuta all'attivazione
dell'inflammasoma NLRP3 [22,23]. Pertanto, in un'ulteriore serie di esperimenti
abbiamo studiato l'effetto della VitD sulla Caspasi-1, un componente
dell'inflammasoma attivo. Le HUVEC sono state trattate come sopra. I livelli di
Caspasi-1 sono stati misurati a 6 ore mediante Western blot utilizzando
I'anticorpo Caspasi-1 p20 orb221355. Dopo aver rilevato la Caspasil, le
membrane sono state strippate e poi trattate per rilevare l'espressione della
tubulina come proteina housekeeping. Le intensita delle bande sono state
quantificate con il software Image 1 J (unita densitometriche 103) ed espresse
graficamente. Per ogni condizione sperimentale sono stati eseguiti sei diversi

esperimenti.
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Analisi statistica

I dati sono presentati come mediatSD. Le differenze tra i gruppi sono state
determinate mediante un'ANOVA a una via, seguita da un test ¢ Student con
correzione di Bonferroni. Un p value < 0,05 ¢ stato considerato statisticamente
significativo. Per tutte le analisi statistiche ¢ stato utilizzato il programma SPSS

22.0 Statistical Package Program for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, US).
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Risultati

Livelli genici e proteici del Tissue Factor, traslocazione di superficie e attivita funzionale.

In linea con quanto riportato in studi precedenti [19,20], i livelli del gene del TF
erano quasi impercettibili nelle cellule endoteliali non stimolate. L'incubazione
con IL-6 ha causato un aumento significativo dei livelli di mRNA-TF, in modo
dipendente dal tempo, rispetto alle cellule non stimolate (Figura 1A). E mostrato
anche l'aumento dell'effetto delllLPS come controllo positivo. Questi effetti
mediati dall'[L-6 sono stati significativamente ridotti nelle HUVEC incubate con
VitD (Figura 1A). Inoltre, l'incubazione con un antagonista specifico del VDR
(ZK15) ha abolito completamente la riduzione dei livelli genici del TF esercitata
dalla VitD (Figura 1A). Allo stesso modo, 1 livelli di proteina TF, valutati
mediante Western blot, erano quasi irrilevabili nelle HUVEC non stimolate.
L'incubazione con IL-6 ha indotto l'espressione della proteina TF in modo tempo-
dipendente, che ¢ stata significativamente ridotta nelle cellule preincubate con
VitD (Figura 1B). L'espressione del Fattore Tissutale sulla superficie cellulare ¢
stata misurata mediante analisi FACS. Il TF era quasi irrilevabile sulle HUVEC
non stimolate, sia al basale che nelle cellule stimolate con la sola VitD.
L'incubazione con IL-6 ha causato un aumento significativo dell'espressione di
TF sulla superficie delle HUVEC (Figura 2A, B). Analogamente, l'attivita
procoagulante del TF, determinatamediante un saggio colorimetrico a due fasi,

basato sulla capacita del TF di
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promuovere la generazione di FXa della coagulazione, era quasi irrilevabile al
basale e sulle cellule stimolate con VitD. L'attivita procoagulante ¢ aumentata
dopo la stimolazione con IL-6 (Figura 2C). La VitD ha impedito gli effetti
esercitati dall'lL-6 sull'espressione e sull'attivita di TF (Figura 2). Inoltre, in
presenza di ZK15, l'attivita procoagulante del TF era paragonabile all'effetto

dell'lL-6 (Figura 2C).

Valutazione dei livelli di mRNA e proteina codificanti per il recettore per ACE2.
I'livelli di mRNA per I'ACE2r sono stati esaminati mediante PCR in tempo reale.
Nelle cellule non stimolate, 1 livelli di mRNA-ACE2r erano molto bassi.
L'incubazione con la sola VitD non ha causato alcuna variazione nei livelli del
gene. Al contrario, la stimolazione con IL-6 ha determinato una significativa
induzione dei livelli di mRNA-ACE2r rispetto alle cellule non stimolate. Questi
effetti dell'lL-6 sui livelli di mRNA sono stati significativamente ridotti nelle
HUVEC incubate con VitD. (Figura 3A). Allo stesso modo, sono stati rilevati
livelli molto bassi di proteine nelle cellule non stimolate e nelle HUVEC coltivate
con VitD (Figura 3B). I livelli di proteina ACE2r sono aumentati
significativamente nelle cellule stimolate con IL-6. Questi effetti sono stati

significativamente ridotti nelle HUVEC coltivate con VitD.
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Effetti sull'espressione delle molecole di adesione.

Le CAM solubili sono state valutate nei surnatanti cellulari mediante specifici kit
ELISA. Nelle cellule non stimolate e in quelle stimolate con la sola VitD sono
stati misurati livelli basali molto bassi di ICAM-1 e VCAM-1 solubili. Al
contrario, l'incubazione con IL-6 ¢ stata associata con un aumento significativo
dei livelli di CAM solubili nei surnatanti cellulari. La preincubazione con VitD
ha impedito in modo significativo 1'espressione di ICAM-1 ¢ VCAM-1 in misura

simile (Figura 4A, B).

Effetti della IL-6 sulle HUVEC: meccanismi molecolari.

La traslocazione nucleare di NF-«kB ¢ stata valutata con un metodo sensibile e non
radioattivo per rilevare l'attivita di legame al DNA del fattore di trascrizione
specifico. La traslocazione di NF-kB non ¢ stata osservata nelle cellule non
stimolate e in quelle stimolate con la sola VitD. Nelle cellule preincubate con
VitD prima di essere stimolate con IL-6, la traslocazione di NF-«xB dal citosol al
nucleo ¢ stata significativamente ridotta (Figura 5A). Comeprevisto e in linea con
1 risultati della traslocazione di NF-kB, i livelli citoplasmatici di kB valutati
mediante Western blot sono stati ridotti nelle HUVEC stimolate con IL-6 e

normalizzati nelle cellule preincubate con VitD

14



(Figura 5B). Nelle cellule trattate con IL-6 ¢ stata osservata l'attivazione di
STATS3. Questo fenomeno ¢ stato significativamente ridotto nelle cellule incubate

con VitD (Figura 5C).

Effetti della IL-6 sulle HUVEC: ruolo della proteina NLRP3.

Per valutare l'attivazione dell'inflammasoma NLRP3, I'espressione della caspasi-
1 ¢ stata valutata mediante Western blot. La caspasi-1 non era quasi rilevabile
nelle cellule non stimolate e in quelle stimolate con VitD. L'IL-6 ha causato un
aumento significativo dell'espressione della caspasi-1. Il pretrattamento con VitD

ha ridotto significativamente gli effetti dell'lL-6 (Figura 6).
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Discussione

I risultati piu importanti del presente studio sono: (1) 1'IL-6 esercita effetti pro
aterotrombotici sulle cellule endoteliali umane attraverso 1’ espressione del TF e
delle molecole di adesione VCAM-1/ICAM-1; (2) questi effetti appaiono
modulati dall’ attivazione di NF-kB e STAT; (3) questa citochina modula I’
attivazione dell” inflammasoma regolando 1'espressione di NLRP3, e determina
incremento dell’ espressione del recettore per il SARS-CoV-2, ACE2r; (4) la
VitD riduce significativamente gli effetti della IL-6 si TF e CAMs attraverso la
modulazione dell'attivazione di NF-«xB, STAT3, della proteina NLPR ¢ del
recettore ACE.

Numerose evidenze hanno dimostrato la stretta relazione tra inflammazione e
trombosi in diverse malattie [1]. Ad esempio, la fisiopatologia dell'aterosclerosi
e delle sue complicanze trombotiche riconosce un ruolo importante
all'i'mmunoinfiammazione [24]. Inoltre, 1'infiammazione sembra essere associata
a eventi trombotici nell’ infezione sostenuta da SARS-CoV-2 [6,11,12,25,26]. La
disfunzione endoteliale sembra svolgere un ruolo centrale nella fisiopatologia
della trombosi associata all’infiammazione [3,27,28]. In particolare,
nell’infezione da SARS-CoV-2 l'attacco virale all'ospite causa una risposta
immunologica disadattiva che aumenta la permeabilita vascolare, portando infine
alla disfunzione endoteliale e all'attivazione della coagulazione [29,30]. In questa
risposta dell'ospite, che coinvolge diverse cellule immunologiche e il rilascio di

varie citochine, I'infezione da COVID-19 ¢ associata a una tempesta di citochine
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in cui 1 livelli di IL-6 sono fortemente aumentati, soprattutto in quei pazienti
critici in cui la trombosi ¢ potenziata [11,31]. Nel nostro studio abbiamo
dimostrato che I'IL-6 esercita effetti pro-trombotici sulle cellule endoteliali
umane perché promuove l'espressione del gene codificante per il TF, attivatore
naturale della cascata della coagulazione. Inoltre, abbiamo dimostrato che
I’aumento dell’espressione genica si accompagna all’ aumento della trascrizione
della proteina ed all” aumento dei suoi livelli di espressione sulla superficie delle
cellule stimolate. Infine, dato fisiopatologicamente piu importante, il TF
neoespresso risulta funzionalmente attivo e quindi in grado di promuovere la
coagulazione. Questi risultati suggerirebbero che uno dei meccanismi attraverso
cui il SARS-CoV-2 determina trombosi microvascolare potrebbe essere proprio
I’attivazione della coagulazione mediata dall’ IL-6. Un altro meccanismo di
malattia suggerito per I'infezione da SARS-CoV-2 sembra essere la perdita
dell'integrita endoteliale associata a cambiamenti nell'espressione di superficie
della molecola di adesione intracellulare-1 (ICAMI), della proteina di adesione
delle cellule vascolari-1 (VCAMI) e della proteina di impalcatura della giunzione
stretta zonula occludens-1 (ZO-1) [32]. In sintonia con queste evidenze, abbiamo
dimostrato che I'L-6 aumenta 1 livelli solubili delle molecole di adesione,
confermando che questo potrebbe essere un altro dei meccanismi di azione che

modulano gli effetti endoteliali osservati con COVID-19.
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E ‘noto che il SARS-CoV-2 infetta le sue cellule bersaglio legandosi al recettore
dell'enzima di conversione dell'angiotensina 2 (ACE2r), che ¢ il principale
recettore per SARS-CoV2 [33]. Lo stesso ACE2r ¢ stato dimostrato essere la
porta d'ingresso per il virus anche nelle cellule endoteliali, portando infine a una
compromissione dell'omeostasi endoteliale [8]. Nel nostro studio abbiamo
evidenziato che 1'IL-6 potrebbe amplificare la risposta al SARS-CoV-2
aumentando l'espressione genica e proteica dell' ACE2r nelle cellule endoteliali,
suggerendo che questo potrebbe essere uno degli ipotetici meccanismi con cui il
virus amplifica la sua azione sulle cellule endoteliali.

Diversi studi hanno indicato che l'attivazione di NF-kB ¢ uno dei principali
meccanismi molecolari che seguono la tempesta di citochine indotta dal virus
SARS-CoV-2 [12,34]. In particolare, il legame di SARS-CoV-2 con ACE2r
innesca l'endocitosi del recettore nella cellula ospite. Di conseguenza, si
verificano diversi eventi intracellulari che iniziano con l'attivazione dei recettori
Toll-like (TLR), proseguono con la traslocazione di NF-kB nel nucleo e
terminano con la trascrizione di diversi geni che codificano per proteine
proinfiammatorie, inclusa la 1L-6 [12,34]. L'espressione up-regolata del gene
dell'IL-6 ¢ seguita da un aumento dei livelli plasmatici di questa citochina che si
lega al suo recettore e porta all'attivazione della via STAT3. Questa via, insieme
alla via NF-«B, provoca una sindrome da rilascio di citochine con una complessa

risposta multi-infiammatoria [21]. L’ attivazione di NF-kB oltre ad auto
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amplificare 1’espressione dell’IL-6 potrebbe essere responsabile anche
dell’attivazione della trombosi. Infatti, studi precedenti hanno dimostrato che NF-
kB potrebbe essere attivamente coinvolto nella fisiopatologia degli eventi
trombotici vascolari, dal momento che 1 siti di legame per questo fattore di
trascrizione sono contenuti nel promotore di TF [19,20,35]. Pertanto, ¢
ipotizzabile che SARS-CoV-2 possa promuovere eventi trombotici attraverso
questa via mediata da NF-kB. A conferma che il fenomeno infiammatorio risulta
coinvolto nella patogenesi dell’infezione da SARS-CoV-2 [31], nel nostro studio
abbiamo evidenziato che I'IL-6, oltre ad aumentare la traslocazione di NF-«kB nel
nucleo e [lattivazione di STAT3, determina anche l'attivazione
dell’inflammasoma NLRP3 [36]. E stato riportato che l'attivazione
dell'inflammasoma in risposta all'infezione da SARS-CoV-2 sembri essere
associato con una prognosi peggiore [36, 37].

La vitamina D ¢ una vitamina liposolubile [38] che sembra avere un ruolo
protettivo in diverse malattie e in particolare in quelle cardiovascolari come
ipertensione, infarto miocardico, insufficienza cardiaca e ictus [13]. Sono stati
proposti diversi meccanismi per spiegare i potenziali benefici della VitD, come
la modulazione di geni coinvolti nella proliferazione e differenziazione cellulare,
l'apoptosi, lo stress ossidativo, il trasporto di membrana, I'omeostasi della matrice
e l'adesione cellulare [39]. Sul ruolo della VitD nello scenario della pandemia da
SARS-CoV2 sono stati pubblicati risultati controversi. Alcuni dati hanno

evidenziato che 1 livelli plasmatici di VitD potrebbero essere strettamente
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correlati alla gravita della malattia [17]. Dati recenti provenienti da 20 diversi
Paesi europei hanno mostrato una correlazione negativa tra i livelli di VitD e il
numero di casi di SARS-CoV-2 per milione di abitanti in ciascun Paese[40]. Un
altro rapporto indica che la carenza di VitD ¢ marcatamente associata a
un'infezione da SARS-CoV-2 piu grave, a una risposta infilammatoria piu elevata
e a un aumento della morbilita e della mortalita [41]. D'altra parte, una meta-
analisi piu recente non ha collegato la carenza o l'insufficienza di VitD alla
suscettibilita all'infezione da SARS-CoV-2 o alla mortalita [42]. L'ampia
eterogeneita degli studi disponibili non sembra consentiredi stabilire un rapporto
definitivo di causa-effetto [43]. Anche in questo caso, la VitD ¢ stata indicata
come un importante regolatore della risposta immunitaria [44,45] in grado di
esercitare anche effetti antivirali [46,47]. Ad esempio, nei macrofagi, la VitD ha
mostrato un impatto predominante sulla risposta delle citochine oltre alla
soppressione virale [45]. Infine, in diversi modelli sperimentali di polmonite e
pneumonite, la VitD ha avuto un ruolo consistente nel ridurre la risposta
inflammatoria delle citochine agli agenti patogeni [48,49]. Oltre a questi effetti
immuno-infiammatori, altri rapporti hanno chiaramente indicato che la VitD ¢
anche coinvolta nella regolazione delle vie trombotiche, dal momento che la sua
carenza ¢ statasegnalata come associata a un aumento del rischio di eventi
trombotici [50]. Nelpresente studio abbiamo dimostrato che la VitD riduce
significativamente gli effetti dell'IL-6 sull'espressione genica e proteica della TF.

Inoltre, questa
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vitamina ha inibito l'attivita procoagulante della TF indotta dall'lL-6 sulla
superficie cellulare. In linea con un nostro precedente studio [19], I'effetto della
VitD sembra essere mediato dal recettore della VitD (VDR), poiché l'uso di
ZK15, un antagonista specifico del VDR, ha abolito il potenziale beneficio

sull'espressione e sull'attivita della TF esercitato dalla VitD.
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Conclusione

I risultati del presente studio, con tutte le potenziali limitazioni derivanti da uno
studio in vitro, suggeriscono che I'lL-6 potrebbe svolgere un ruolo centrale nel
potenziale scenario patofisiologico in cui SARS-CoV-2 causa trombosi. In
particolare, abbiamo dimostrato che I'lL-6, uno dei principali mediatori chimici
coinvolti nella tempesta di citochine dell'infezione da SARS-CoV-2, induce
l'espressione di un fenotipo pro-aterotrombotico in cellule endoteliali umane in
coltura aumentando i livelli di TF funzionalmente attivo e delle molecole di
adesione solubili ICAM-1 e VCAM-1, marcatori di disfunzione endoteliale.

L'IL-6 sembra esercitare questi effetti modulando le vie NF-kB e STATS3. Inoltre,
I'[L-6 regola i livelli di ACE2, il recettore naturale di SARS-CoV-2, amplificando
infine gli effetti del virus sulle cellule endoteliali. Di particolare interesse sono i
risultati derivati dall’ utilizzo della Vitamina D che risulta essere in grado di
antagonizzare gli effetti esercitati dall’ IL-6 sulle cellule endoteliali. Nel
complesso, 1 dati del presente studio gettano una luce piu chiara sulla questione
ancora parzialmente irrisolta degli effetti benefici della VitD osservati nei
pazienti con inflammazione correlata all'lL-6 come la malattia da COVID-19,
suggerendo un possibile meccanismo molecolare attraverso il quale questa
vitamina esercita la sua azione. Tuttavia, sono necessari studi clinici rigorosi e

ben condotti per affrontare questo problema nello scenario clinico.
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LEGENDE E FIGURE

Figura 1. (A) Effetti della VitD sulla trascrizione di TF indotta da IL-6 in cellule
endoteliali umane, valutati mediante PCR quantitativa in tempo reale. L'mRNA
per il TF non era rilevabile al basale (BSL). L'incubazione con IL-6 ha causato
un aumento significativo dei livelli di mRNA-TF, rispetto alle cellule non
stimolate (CTRL). La pre-incubazione con VitD ha inibito I'effetto dell'lL-6 sull’
mRNA-TF. L'uso di ZK15, antagonista del VDR, ha abolito completamente
l'effetto. LPS ¢ stato utilizzato come controllo positivo. I dati sono espressi in
termini di incremento dell’induzione rispetto al gene di controllo rappresentato
da GAPDH. Ogni barra rappresenta la media+ deviazione standard (SD) di 3
diversi esperimenti. L’analisi statistica ¢ stata effettuata mediante ANOVA test a
una via con correzione Tukey test (* p < 0,001 vs. CTRL; ** p <0,001 vs. IL-6;
#p=NS vs. IL-6). (B) Effetti della VitD sulla proteina TF indotta dall'l[L-6 valutati
mediante analisiWestern blot dei lisati cellulari. L'IL-6 ha causato un aumento
significativo dei livelli di proteina TF. Questi effetti sono stati prevenuti dal
trattamento con VitD.La tubulina ¢ stata utilizzata come controllo di carico. LPS ¢
stato utilizzato comecontrollo positivo. Ogni barra rappresenta la media = SD di
6 diversi esperimenti. L analisi statistica ¢ stata effettuata mediante ANOVA test
a una via con correzione Tukey test(* p < 0,001 vs. CTRL; ** p <0,001 vs. IL-

6). L’inserto mostra i risultati di un esperimento rappresentativo.
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Figura 2. (A)L'analisi FACS ha mostrato che 1'lL-6 ha indotto I'espressione di
TF sulla superficie cellulare. Nei controlli (CTRL) e nelle cellule coltivate con la
sola VitD, il TF non era quasi rilevabile sulle membrane (0,1%). La stimolazione
con IL-6 ha causato TF+ nel 9,8 +£1,8% di cellule. Nelle cellule trattate con IL-6
e pre-incubate con VitD, le cellule TF+ si sono ridotte all'l,2 + 0,8%. LPS ¢
servito come controllo positivo. (B) Esperimento di analisi FACS.Ogni punto
rappresenta la media £ SD di 6 esperimenti. (fino al 18% di cellule TF+; * p <
0,001 rispetto al controllo; ** p < 0,001 rispetto a IL-6 con . ANOVAtest a una
via con correzione Tukey test ). (C) Effetti della VitD sull'attivita TFindotta
dall'lL-6, valutata con un saggio colorimetrico a due fasi basato sullacapacita
del TF/FVIla di promuovere la generazione di FXa della coagulazione.L'attivita
del TF indotta dall'lL-6 riflette i risultati osservati per l'espressione del TF,
confermando che il TF ¢ funzionalmente attivo. La preincubazione con VitD
riduce significativamente l'attivita del TF. L'uso di ZK 15 ha abolito I'effetto della
VitD. LPS ¢ servito come controllo positivo. Ognicolonna rappresenta la media +
SD di 6 esperimenti in triplicato (* p < 0,001 vs.controllo; ** p < 0,001 vs. IL-6,

# p = NS vs. IL-6; con ANOVA test a una via con correzione Tukey test).
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Figura 3. (A) Effetti della VitD sulla trascrizione dell' ACE2r indotta dall'lL-6
nelle cellule endoteliali umane, valutata mediante PCR quantitativa in tempo
reale. L'mRNA codificante per ACE2r non era rilevabile al basale.

L'incubazione con IL-6 ha causato un aumento significativo dei livelli di mRNA
di ACE2r, rispetto alle cellule non stimolate. La preincubazione con VitD ha
inibito l'effetto dell'lL-6 sull' ACE2r-mRNA. LPS ¢ servito come controllo
positivo. I dati sono espressi come induzione in termini di pieghe rispetto al gene
di controllo rappresentato da GAPDH. Ogni barra rappresenta la media + SD di
3 diversi esperimenti. (* p <0,001 vs. controllo; ** p < 0,001 rispetto a IL-6; con
ANOVA test a una via con correzione Tukey test). (B) Effetti della VitD sulla
proteina ACE2r indotta dall'lL-6, valutati mediante analisi Western blot dei lisati
cellulari. L'IL-6 ha causato un aumento significativo dei livelli di proteinaACE2r.
Questi effetti sono stati prevenuti dal trattamento con VitD. La tubulina ¢ servita
come controllo di carico. LPS ¢ servito come controllo positivo. Ogni barra
rappresenta la media = SD di 6 diversi esperimenti (* p < 0,001 vs. controllo; **
p<0,001 vs. IL-6; con ANOVA test auna via con correzione Tukeytest). L'inserto

mostra i risultati di un esperimento rappresentativo.
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Figura 4. In condizioni basali, sono stati misurati livelli molto bassi di ICAM-1
e VCAM-1 solubili nei surnatanti delle HUVEC. La stimolazione con IL-6 ha
aumentato in modo significativo le concentrazioni dei surnatanti: [CAM-1. ((A)
33,16 £2,75 ng/mL, * p < 0,001 rispetto al controllo con ANOVA test a una via
con correzione Tukey test) e VCAM-1 ((B) 25,83 £ 0,21 ng/mL, * p < 0,001
rispetto al controllo con ANOVA test a una via con correzione Tukey test). La
preincubazione con VitD ha prevenuto in modo significativo sia I'lCAM-1
solubile ((A) 15,06+ 0,7 ng/mL, ** p < 0,001 rispetto alle cellule trattate con
IL-6 con ANOVA test a una via con correzione Tukey test) e i livelli di
VCAM-1 ((B) 11,39 £ 0,62 ng/mL, ** p < 0,001 rispetto alle cellule trattate con
IL-6 con ANOVA test a una via con correzione Tukey test). Ogni colonna

rappresenta la media £ SD di 6 diversi esperimenti.
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Figura 5. (A) Nelle HUVEC incubate con IL-6 ¢ stato osservato un aumento
significativo dei livelli di NF-kB. Il pretrattamento delle cellule endoteliali con
VitD ha impedito gli effetti di IL-6 su NF-kB. LPS ¢ servito come controllo
positivo. Ogni barra rappresenta la media = SD di 3 diversi esperimenti. (* p <
0,001 vs. controllo; ** p < 0,001 vs. IL-6 con ANOVA test a una via con
correzione Tukey test). (B) Analisi Western blot. La stimolazione con IL-6
determina una significativa riduzione dei livelli di IkB. Al contrario, la
preincubazione con VitD ripristina i livelli di IkB. LPS ¢ servito come controllo
positivo. Ogni barra rappresenta la media + SD di 3 diversi esperimenti. (* p <
0,001 rispetto al controllo; ** p < 0,001 rispetto a IL-6 con ANOVA test a una
via con correzione Tukey test). L'inserto mostra i risultati di un esperimento
rappresentativo. (C) Nelle HUVEC incubate con IL-6, ¢ stato osservato un
aumento significativo dei livelli di STAT3. Il pretrattamento delle cellule
endoteliali con VitD ha impedito gli effetti di IL-6 su STAT3. LPS ¢ servito come
controllo positivo. Ogni barra rappresenta la media = SD di 3 diversi esperimenti.
(* p <0,001 rispetto al controllo; ** p < 0,001 rispetto a IL-6 con ANOVA test a

una via con correzione Tukey test).
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Figura 6. L'IL-6 ha causato un aumento significativo dei livelli di proteina
Caspasi-1. Questi effetti sono stati prevenuti dal trattamento con VitD. La
tubulina ¢ servita come controllo di carico. LPS ¢ servito come controllo positivo.
Ogni barra rappresenta la media + SD di 6 diversi esperimenti (* p < 0,001 vs.
controllo; ** p <0,001 vs. IL-6; con ANOVA test a una via con correzione Tukey
test). L'inserto mostra i risultati di un esperimento

rappresentativo.
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Figura 4
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Figura 5
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Figura

Densitometric Units (x1000)
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LISTA ABBREVIAZIONI

ACE2r Recettore dell’enzima convertitore dell’angiotensina 2
CAMs Molecule di adesione cellulare

EGM2 Endothelial Cell Growth Medium 2

ELISA Enzyme-linked immunoassay

FACS Fluorescence activated cell sorting

FBS Siero fetale bovino

FITC fluorescina isotiocianato

FVIIa Fattore settimo attivato

FXa Fattore X attivato

GAPDH gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi

HUVEC Cellule endoteliali umane da vena ombelicale
ICAM Intercellular Adhesion Molecule

IL-1 Interleuchina-1

IL-6 Interleuchina-6

LPS Lipopolisaccaride

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NLRP3 NOD-like receptor PYD domain 3

RT-PCR Real time-PCR

Sars-Cov2 Sindrome respiratoria acuta severa da Coronavirus 2
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3

TF Fattori tissutale

TLR Toll-like

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule

VDR Recettore della vitamina D

VitD Vitamina D

Z.0-1 zonula occludens-1
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