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1. INTRODUZIONE

1.1 Premessa

Le malattie cardiovascolari rappresentangri@cipale causa di
morte nei paesi industrializzati e sono all'origo® 40% circa dei
decessi, per un totale di 2 milioni all'anno. L'enénanziario per i
sistemi sanitari connesso con questo gruppo dilqEstn e stato
stimato a poco meno di 110 miliardi di euro nel@00i0 equivale ad
un costo pro capite di 223 euro allanno. Le malatt
cardiovascolari sono inoltre una delle principause di infermita di
lunga durata e di abbandono del mercato del la¥siste un grande
bisogno insoddisfatto in campo medico di nuovepierahe siano in
grado di curare le malattie cardiovascolari. Stiotere indicano che
la mortalita causata da questo tipo di malattie entera del 90% nel
2020 rispetto al 1990.

La salute del cuore dipende fortemente dai corapmehti e dagli
stili di vita. Per poter essere efficaci, le stgaedi prevenzione
devono pertanto concentrarsi su fattori chiave canmensumo di
tabacco e alcol, I'alimentazione, I'attivita fise#o stress psicosociale.
Molti studi sono ancora da fare e da verificard’a@rosclerosi, ma
un ruolo fondamentale viene svolto dai meccanisngottrollo dei
livelli di colesterolo plasmatico e cellulare. Lard compromissione,
per cause genetiche o per infammazioni croniclaewie puo essere
tanto I'evento scatenante di un ateroma quantoum aggravante.
Nella maggior parte dei casi le malattie cardiovést sono causate
da un eccesso di colesterolo nel sangue. Esistani fawmaci che
hanno la potenzialita di abbassare i livelli diestérolo nel sangue. |
piu efficaci ed utilizzati sono le statine, molexaihe inibiscono la

sintesi cellulare del colesterolo, delle quali talih ne vengono



commercializzati sei tipi diversi. Si tratta di fizeici ben tollerati, ma
con un ampio spettro di sintomi collaterali.

Il nostro lavoro sperimentale si inserisce nel estd della ricerca di
nuove molecole che possano funzionare nel prevemiirare le
malattie del sistema cardiocircolatorio dovute adcesso di
colesterolo nel plasma. L'approccio da noi utilizgaderiva da uno
studio approfondito del problema biologico e dallassa a punto di
metodiche biotecnologiche indispensabili per testiafunzionamento

delle molecole individuate.

1.2 Ruolo e regolazione del colesterolo intradete.
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Fig. 1: Struttura della molecola del colesterolo



Il colesterolo (C) (Fig.1) € una sostanza che mrarnei fluidi
corporei e in tutte le cellule di un organismo aalen poiché
costituisce parte integrante di membrane e lip@met Si tratta di un
composto a 27 atomi di carbonio, la cui lunga viesintetica e
finemente regolata, onde mantenere un equilibtimate tra la forma
cellulare endogena e quella esogena, di origimeealiare. E compito
del fegato e dell'intestino regolare la sintesiqtiesta molecola.
Parimenti, anche lo smaltimento € compito di qudsg organi. Gli
altri tessuti, infatti, pur avendo una bassa cdpadi sintetizzareex
novoil C, sono incapaci di degradarlo.

La rilevanza biologica di questo lipide é legatdadto che, oltre ad
essere il precursore di molecole importanti qualamina D, sali

biliari e ormoni steroidei (aldosterone, cortisolprogesterone,
androgeni ed estrogeni), € un importante costieudetla membrana
plasmatica. Questa, essendo linterfaccia tra liamte cellulare e
quello extracellulare, svolge funzioni vitali di ewstasi, di trasporto,
selezione, trasduzione del segnale e, infine, dbnoscimento e
stabilizzazione di interazioni con matrice extradale o altre cellule.

La membrana non potrebbe svolgere in modo ottimalsuoi

molteplici compiti se fosse troppo fluida o troppgida: € qui che
entra in gioco il C, che, per la sua rigidita strtdle, crea disordine tra
I fosfolipidi e impedisce che la membrana assuma aftruttura

paracristallina (in caso di abbassamento della ¢eatpra) mentre ne
ostacola l'eccessiva fluidita (in caso di innalzatoe della

temperatura), aggregando i fosfolipidi grazie alla apolarita. Si puo
facilmente arguire, quindi, come, in caso di ecoedisquesto lipide
nel doppio strato lipidico, la membrana plasmatizeenga piu rigida

(e, quindi, piu fragile) e la cellula possa andexeontro a necrosi,



scatenando fenomeni inflammatori (essenzialmentel'ggposizione

di antigeni non-self e la liberazione di enzimiclix
La quantita di C nelle cellule e regolata attragetr®e meccanismi:

regolazione dellattivita e dei livelli dell’enzimanicrosomiale 3,
idrossi-3,metilglutaril-CoAreduttasiHMGCoA-redusis
esterificazione del C libero, intracellulare, incesso per mezzo
dell’enzima  microsomiale acil-CoA:colesterolo  aeitisferasi
(ACAT);

regolazione dei livelli plasmatici del colestero#itraverso controllo

dei livelli di lipoproteine circolanti a bassa (LDled alta (HDL)

densita.
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Fig. 2 : Regolazione dei livelli cellulari del csterolo.




L’accumulo di C nella cellula, pud provocare necr@s quindi, la
comparsa di lesioni tissutali) sia causando frattoel doppio strato
lipidico superficiale, sia formando cristalli afiterno della cellula.

Le lesioni dell’endotelio vasale, provocate dakezfa di taglio del
flusso ematico su membrane plasmatiche rigide, sona delle
magagiori cause dell'infiltrazione di LDL, insiemdlaarottura delle
giunzioni intercellulari (con risultante permissévidi diapedesi).
Queste, se precedentemente ossidate fuori daeaddL), possono
essere captate dai macrofagi e dalle cellule masgcbsce che le
accumulano a dismisura. E' cosi che si trasformamocellule
schiumose fbam cell3, suscitando la deposizione di collageno dai
fibroblasti nella matrice extracellulare e la pielazione dei miociti
perivascolari, che migrano dalla regione avventiaifintima e,
circondando i macrofagi, contribuiscono alla formae di un
cappuccio fibroso. Questo fenomeno e alla basa detmazione di
placche ateromatose (“ateromi”). Poiché le cellpdgiferiche (cioé
quelle destinatarie del colesterolo epatico ma, cwitesto sopra
descritto, quelle macrofagiche) non sono in gradodegradare
'eccesso di C (dal momento che solo il fegato pudEto al suo
smaltimento), & essenziale, per 'omeostasi ceylan meccanismo
mediante il quale le molecole intatte di C possassere rimosse dalle
cellule (Ginsberg et al., 1998).

Questo meccanismo, finalizzato al recupero epalidd periferico in
eccesso, € detto "trasporto inverso di C" (RB€&verse Cholesterol

Transpor).

1.3 HDL e trasporto inverso del colesterolo

Glomset fu il primo a riconoscere alle HDL e albema



lecitina:colesterolo aciltrasferasi (LCAT) un ruobthiave nel RCT
(Glomset, 1966) (Fig.3).

Il C accumulato nella membrana plasmatica vien@ssu ad opera di
HDL ed LCAT. In particolare, LCAT, attivato dalltarazione con
un'apolipoproteina presente sulle HDL (Apo Al o App trasferisce
un gruppo acilico dal C-2 della fosfatidilcolinarépente sulle HDL)
al C-3-OH del C, formando esteri del colesterol&)Cche vengono
internalizzati delle HDL) e lisofosfatidilcolina (@n e Albers, 1983).
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Fig. 3 : HDL e trasporto inverso del colesterolo

Le HDL veicolano in circolo il C ed i suoi CE, chdine, sono captati
dal tessuto epatico o dai tessuti steroidogeniciies) tessuti,
rispettivamente, possono eliminare il C attravelsdile o usarlo
come precursore degli ormoni steroidei, oltre aiizmérlo per la
sintesi delle membrane.

Le HDL vengono prodotte dal fegato e dall'intestansono costituite,



essenzialmente, da fosfolipidi e apolipoproteinpg/l, Apo E, Apo
All e, in minor parte, Apo C). Esse svolgono unazione di supporto
del metabolismo delle altre lipoproteine, scambtancbn esse
apolipoproteine, fosfolipidi e CE. L’avidita delldDL per il C e
legata, in massima parte, proprio alle proteine eBpongono in
superficie. Ricordiamo, infatti, che LCAT utilizzame cofattori Apo
Al e Apo E per esterificare il C e permetternedlirsione (come CE)
nel nucleo lipidico delle HDL. Durante il loro métgdismo, quindi, le
HDL subiscono delle grandi modificazioni nelle partuali lipidiche,
dipendenti, in massima parte, dall’eccesso o dalkaesta cellulare di
C. Infatti, le HDL, man mano che internalizzancCil passano dalla
forma immatura bilamellare (detta pBe-preferita da LCAT come
substrato) a forme sferiche via via piu grandi gg&ge (HDL —
HDL, - HDL,). Il percorso di trasformazione e invertito nes@an
cui le HDL forniscono CE alle cellule steroidogdrec

Il risultato netto del ciclo delle particelle HDL, pertanto, quello di
aumentare la velocita di rimozione dei trigliceridal plasma e
regolare la quantita ed il rapporto plasmaticdlra CE.

Benché, a seconda delle cellule e delle condizspeirimentali, sia
stato evidenziato che il trasferimento del C, d&lleL alle cellule
periferiche, possa avvenire sia per diffusioneasefacquosa (Rothblat
et al.,, 1992) sia per interazione con recettoricsige di membrana
(Oram et al., 1996), e sempre piu chiaro il ruokolt® da un tipo
particolare di recettore che riconosce con altmigdfle HDL. Questo
recettore, presente su alcuni tipi cellulari, fat@alella famiglia degli
SR (Scavanger ReceptorRecettore Spazzino) e puo mediare la
rimozione del C dalle cellule (Wang et al., 2008)gsio favorendo il
riconoscimento di lipoproteine “navetta” tra cedluk cellula. E’
denominato SR-BI (SR di classe B e di tipo I).



Recenti studi hanno evidenziato il ruolo svoltouwaaltro recettore
scavenger, HDL-binding protein (HB2), nell’insorgarprematura dei
danni aterosclerotici.

Come vedremo, pero, alcune delle attivita protettivolte dalle HDL
vengono a mancare con l'insorgenza di fenomeniamifnatori.

Questo deficit lascia campo libero alla nascitdl® rogressione di

un ateroma ed e negativamente correlato all’in@dendi danni
cardiovascolari (Miller e Miller, 1975; Gordon efign, 1989).

1.4 Struttura e regolazione dell’enzima Lecitindesterolo acil-

transferasi.

L’enzima LCAT, originato dal fegato, e presente pklsma di
tutte le specie di mammiferi. Esso contiene, atliica, il 25% di
carboidrati e ha un peso molecolare, stimato pettreforesi, in un
intervallo compreso tra 66 e 68 kDa (Fielding, 1986
Come precedentemente accennato, questo enzimafiestér C
(rimosso dalla superficie cellulare) con un acidasgo, rimosso dalla
posizione 2 del glicerolo della fosfatidilcolinaegente sulle HDL.
Questa attivita non e limitata all’esterificaziodel C cellulare, ma
anche a quella del C delle HDL.

LCAT é dotato di due distinte attivita catalitichemn’attivita
fosfolipasica (basata su un sito contenente un pgruplcolico
serinico) che stacca l'acido grasso dalla fosfatidina e un’attivita
transacetilasica (basata su un sito la cui stautiypgende da un gruppo
tiolico vicinale) che esterifica il C con l'acidoragso. Queste due
attivita rappresentano la causa principale delien&zione di CE nel
plasma umano.

Bisogna, pero, aggiungere che, seppur con mindigesiza, LCAT



esterifica anche altri steroli e ossisteroli, alodei quali hanno come
precursore lo stesso C (Szedlaczek et al., 1995).

LCAT e influenzato dai prodotti dello stress ossida In particolare,
'enzima puo essere inibito da agenti ossidantime&oe stato
dimostrato dal trattamento con ioni rame (Bieliekial., 1995 (a)) o
con estratti acquosi di fumo di sigaretta (Bieliekial., 1995 (a), 1995
(b); McCall et al., 1995). L'enzima puO essere, |t@) inibito
dall'incubazione con perossinitrito (Graham et 1898), da
idroperossidi (Bielicki et al., 1999; Davit-Sproet al., 1999), da
radicali perossidici (Chen e Loo, 1995) o per caaiohe dei residui di
cisteina vicini al sito attivo (Bielicki et al., 99 (b); Wang et al.,
2000). E’ noto, inoltre, che le mm-LDIminimally oxidized_DL), un
prodotto intermedio dell'ossidazione delle LDL, sgootenti inibitori
dell'attivita di LCAT. Le condizioni redox del plas influenzano in
maniera significativa RCT; in particolare, gli agsidanti prevengono
le modificazioni ossidative strutturali e funzionahdotte dai ROS
(specie reattive dellossigeno) e dalle ox-LDL. Efato, infatti,
dimostrato che l'attivita enzimatica di LCAT € ptbsamente correlata
con alti livelli di vitamina C (ascorbato) e diarhina E @-tocoferolo)
(Cigliano et al., 2002).

LCAT rappresenta un enzima dalle spiccate proprieta

antiaterogeniche. Infatti, conigli transgenici,cui e stata indotta una
superespressione di LCAT e che sono stati sottopdstna dieta
ricca di colesterolo, hanno mostrato, rispettoamtiolli, un aumento
significativo nelle concentrazioni plasmatiche dipdA Al e di
colesterolo delle HDL: questo profilo lipoprotei@ stato trovato
associato ad una diminuzione significativa dellgpogiroteine
cosiddette “aterogeniche” (VLDL e LDL) (Hoeg et(a), 1996).

Inoltre, la superespressione di LCAT ha portatouad riduzione
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dell'aterosclerosi in questi animali, poiché I'asaldell’aorta ha
rivelato che essi avevano una riduzione dell'86%addimensione
della lesione di placca aterosclerotica rispettooatrolli.

Questi risultati indicano che la regolazione déivéta LCAT gioca
un ruolo chiave nellomeostasi cardiovascolare ®rmini di
prevenzione dell’aterosclerosi e rappresenta uwvambersaglio per lo
sviluppo di strategie terapeutiche, farmacologiehgeniche (Hoeg et
al.(b), 1996).

1.5 L’ Apolipoproteina Al.
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Fig. 4 : Struttura di Apo Al nelle HDL. Sono
rappresentate due molecole di Apo Al (in rosso e in
blu) le cuia-eliche sono orientate parallelamente alla
struttura formata da colesterolo e fosfolipidi.

Apo Al, e la proteina piu efficace nell’attivare BT ed e |l
principale costituente proteico delle HDL. Essa tmore 243

aminoacidi che formano una struttura disordinatandom"), con 10
12



a-eliche anfipatiche (8 di 22 amminoacidi e 2 di Hi3poste in
tandem, che costituiscono circa I'80% della masstlda della

proteina.

Sono proprio questi domini ad-elica ad essere responsabili sia

dell'interazione dell'apolipoproteina con la compate lipidica che
dell’attivazione di LCAT (Sorci-Thomas et al., 1991 e a-eliche
sono unite grazie a corte e flessibili anse, canttstra3, che di solito
contengono un residuo di prolina. In piu, Apo Alfamma libera (cioe
non associata a lipidi) puo funzionare da protsiegnale, poiché, con
I siti di legame alla membrana plasmatica, avvimtibilizzazione del
colesterolo libero dalle membrane intracellularidagli esteri del
colesterolo cellulari verso la membrana plasmatttacessivamente,
in seguito alla rimozione dei fosfolipidi, si prazhno HDL discoidali
e povere di lipidi, gia menzionate come freHDL (Hara e
Yokoyama, 1992; Fielding et al., 2000). Questemdti secrete dal
fegato, sono poi convertite nelle HDL sferiche, raate I'intervento
di LCAT (Fielding e Fielding, 1995).

E’ stato proposto che le eliche di Apo Al, nelle HBferiche, siano
orientate parallelamente alla superficie del maabstfosfolipidico,
con i residui amminoacidici idrofobici incastraglla regione lipidica
apolare, mentre i residui idrofilici interagirebberon i gruppi polari
dei fosfolipidi e con la fase acquosa (Fig. 4),di®st et al., 1992). La
flessibilita conformazionale di Apo Al pud ancheocare un ruolo
nell'interazione e nello scambio di lipidi delle HZon le membrane
plasmatiche. Sembra, infatti, che l'interazioneled@iDL discoidali
con le membrane plasmatiche possa avvenire trapéeifiche eliche
di Apo Al, che, se non stabilizzate da un’adeguatssa lipidica,
scivolerebbero dalla superficie delle HDL per imsernel doppio

strato fosfolipidico della membrana cellulare, fitmndo cosi
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I'efflusso di C (Johnson, 1991).

La stimolazione di Apo Al su LCAT non solo € moftarte, poiché
I'attivita enzimatica € molto ridotta in sua assenma sembra ben
conservata nell’evoluzione. Infatti, € stato dinnatt che Apo Al ha
un’azione eterospecifica, ovvero che, estratta da certa specie
animale, sia in grado di attivare LCAT di speci@edse (Chen e
Albers, 1983). Il rapporto Apo Al/Apo All potrebbessere tra i
meccanismi regolatori di LCAT, ma anche Apo CI, ARy e Apo E
attivano LCAT, sebbene con efficienza minore rispetd Apo Al
(Patsch and Gotto, 1996). A dimostrazione delletsirrapporto tra
Apo Al e LCAT, si € notato un marcato catabolisnalla prima
proteina in caso di deficienza della seconda (Ratal., 1994).
L'azione concertata di queste due proteine suggerdhe una loro
sovraespressione potrebbe aumentare I'efficaci&ragborto di C dai
distretti periferici agli organi deputati al suo atimento. Da
esperimenti condotti su topi transgenici, in cua stato trasferito il
gene per Apo Al umana, é stato dimostrato che \leagspressione di
guesta proteina ha prodotto I'aumento dei livadliedHDL in circolo
(Benoit et al., 1999; Rubin et al., 1991; Radenletl994), facendo

cosi diminuire il rischio di aterosclerosi.

1.6 L'Apolipoproteina E.

Fig. 5 : Struttura di rilevanza biologica di Apo E
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Apo E € una glicoproteina plasmatica e tissutal29® amminoacidi,
che ha peso molecolare di 34 KDa ed é codificataudagene
polimorfico (3 alleli principali) situato sul cromoma 19. Le
variazioni genetiche nel locus del gefygo e determina tre principali
isoforme dell’Apo E: E2, E3,E4. L’Apo E3 ¢ lisofma piu comune
nella popolazione. Il polimorfismo nella proteind\E e il risultato
di una singola sostituzione negli amino acidi 112188 del
polipeptide. Nell’Apo E3 e presente un residuoisiigina in posizione
112 e un residuo di arginina in posizione 158, bAR2 contiene
residui di cisteina in entrambe le posizioni e IGAR4 contiene residui
di arginina in entrambe le posizioni. Questo polifismo porta alla
presenza di sei differenti fenotipi dell’ApoE, tfenotipi omozigoti
(e2/e2, e3/e3, ed/ed) e tre eterozigoti (e2/e&de®3/ed). (Fig. 5)
Apo E e una proteina dalle molteplici funzioni. &sé prodotta
principalmente dal fegato, ma il 20-40% del totdéxiva anche da
fonti extra-epatiche, come il cervello, la milzgpolmoni, le ovaie, i
reni, i muscoli ed i macrofagi (Greenow K et alQ08). Questa
apolipoproteina € coinvolta nell’efficiente assombnto epatico di
particelle lipoproteiche, nella stimolazione ddflesso di C dai
macrofagi attivati e dalldoam cell nella lesione aterosclerotica e,
infine, nella regolazione della risposta immundae inflammatoria.
Apo E, inoltre, presenta un’efficienza nella stiambne di LCAT pari
al 18% (Zorich et al., 1985) o, secondo altri Au{@hen e Albers,
1985), al 40% di quella di Apo A-I.

La sintesi e la secrezione di Apo E sono regolateumerosi fattori.
L'espressione del gene di Apo E ha una regolaziesguto-specifica
che risponde a cambiamenti funzionali cellulari diveersi altri fattori

intracellulari ed extracellulari. Per esempio, iffefenziamento dei
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monociti in macrofagi € accompagnato dall’aumerdtyespressione
di Apo E (Auwerx et al., 1988). Inoltre, la fagocitosi, dare dei
macrofagi, di C ossidato (0 oxLDL o LDL acetilat)la presenza di
Apo A-l, fanno aumentare la trascrizione del géRees et al., 1999).
Infine, I'inflammazione pud essere un segnale imibein presenza di
IL-1 o di lipopolisaccaridi (LPS), l'espressioneeldgene, nei
macrofagi, diminuisce (Greenow et al., 2005).

Come gia descritto in precedenza, per completateagiporto dalle
HDL al fegato, i CE sono trasferiti, da CETP, allBL, che poi
rilasciano il loro carico di lipidi, attraverso Hdocitosi regolata da
recettori, nel fegato. E’ stata, in passato, rigwart’'esistenza di una
eminente sottoclasse di HDL, ricca in Apo E, inallse specie animali
(compreso l'uomo) (Gordon et al.,, 1983). Poiché ARoé un
efficiente ligando per i recettori delle LDL, le HDicche di Apo E
possono rilasciare al fegato il C acquisito dal&ifpria anche in
assenza di CETP (Matsuura et al., 2006; Mahleyl.et2806). Le
specie deficienti di CETP sono particolarmentestesii all’aumento
dei livelli plasmatici di C, indotti dalla dietajrdostrando che esse
posseggono un efficiente RCT. Inoltre, & stato dimado che una
dieta ricca di C, nei cani, porta ad un ingranditaestelle HDL con
Apo E, attraverso un aumento della quantita di @Ecore Cio e
spiegato dal modo in cui Apo E é disposta sulle HEdsa € piegata a
meta, formando 2 fasce circolari a forma di ferroavallo.

Diversi studi hanno riportato un’associazione trapolimorfismo
dell’Apo E, alti livelli plasmatici dei lipidi e mattie cardiovascolari.
La Apo E4 é stata associata con piu alti liveligghatici di C a causa
della sua ridotta affinita per il recettore delleoteina. Questo puo
conferire una predisposizione per l'aterosclerosiindividui che

esprimono questo fenotipo. E’ stato visto che dlalk4 e associato
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con una larga varieta di malattie neurologicheu@thente si pensa
che i processi neurodegenerativi dipendono dalidefaellulare di
Apo E (astrociti, neuroni, o microglia), dalla natudi vari fattori
dannosi e dalla struttura delle isoforme di Apo E.

L’allele ApoE €2, al contrario, & associato a bassi livelli plascnal
C a causa della ridotta affinita dellApoE2 pereatettore delle LDL,
che causa il rallentamento del legame delle pddidpoproteiche.
Con l'aumentata concentrazione dei recettori siuna aumentata
clearance del C plasmatico. In alcuni casi, individmozigoti Apo
€2/e2 sviluppano una iperlipoproteinemia di Tipo Il rpee la
funzione dellApoE € cosi compromessa che alte eoinazioni di
particelle VLDL si accumulano nel siero. Studi harmonfermato che
Apo 2 e Apoe3 effettivamente mantengono la condizione fisiatagi

delle cellule, mentre cio vale molto meno ppoe4.

1.7 Ruolo del colesterolo nell’aterogenesi.

Le arterie sono i vasi adibiti al trasporto delgas ossigenato ai
vari distretti del corpo (con l'unica eccezioneléeirterie polmonari).
Esse sono costituite da tre tuniche stratificatdima, media e
avventizia.

L’'aterosclerosi € una patologia che interessa hac#uintima delle
arterie di grande e medio calibro (aorta, coronaaeotidi, femorali e
iliache). Nei vasi colpiti, si formano placche ctste da depositi di
grassi, tessuto fibroso e calcio che possono detarenulcerazione

della parete e fenomeni ostruttivi o occlusivi.
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ostruita

Fig 6 : Vasi ostruiti da placche aterosclerotiche.

In effetti, le lesioni aterosclerotiche rappresantana serie di risposte
molecolari e cellulari molto specifiche che, nalolansieme, possono
essere descritte come una malattia inflammatomnsgR1999). Mentre
la causa delle lesione iniziale puo variare daviddio a individuo,
anche a seconda del punto della lesione, il rigulttinale é
sorprendentemente costante.

Sebbene questa patologia, nota come disfunzionetarade, sia
associata ad un gran numero di fattori di rischlwe§ita, ipertensione,
eta, iperglicemia, fumo, ipercolesterolemia), laa stausa maggiore
sembra essere I'eccessivo accumulo di C nelleleedlunel plasma.
Tuttavia, il processo di aterogenesi € molto di. gilla formazione
della placca aterosclerotica concorrono essenzigbneé seguenti
fattori.

 Le piastrine, componenti particolati del sangue(jine
cellulare), le quali normalmente, sono responsdeila riparazione di
lesioni del vaso sanguigno,che avviene medianfenmmeno di
aggregazione piastrinica nella zona della lesiasggciato al rilascio

di sostanze vasocostrittrici.
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 La disfunzione endoteliale: I'endotelio vasgel non
produce piu sostanze vasodilatatrici (come Istaglandine) o
iperpolarizzanti (come #D,), ma promuove la diapedesi dei leucociti.
. L’esposizione di collageno: l'assenza di cellulad&teliali
consente lattivazione del processo di coagulaziale sangue
(quindi, la formazione di trombi che peggioranostimzione) e il
rimodellamento della matrice cellulare.

In questo contesto, un eccesso di C cellulare maVmibizione della
sintesi dei recettori per le LDL, una maggior p&eiza di queste
ultime a livello plasmatico (quindi, una maggioreolpabilita di
ossidazione), l'esposizione a livello endoteliale rdolecole di
adesione cellulare VCAM-1 ed ICAM (alle quali adeono i
monociti circolanti per la diapedesi) (Cybulsky a@@ambrone, 1991)

e, in casi estremi, necrosd esposizione di collageno (Kellner et al.,

1998). La necrosi, dunque, se non causata da fenamsccanici o
chimici provenienti dall'esterno, € un evento prcait dalla forza di
taglio del flusso ematico su membrane cellulariodelthli, irrigidite
da eccesso di C, o da danni ossidativi alle menebséesse (Yeagle,
1991; Schroeder et al., 1991). Quando cio sucdedeone di forte
turbolenza emodinamica (quali le biforcazioni dedsuto arterioso) o
ad alte velocita di flusso (come l'aorta), il mama® endoteliale puo
trovarsi nellimpossibilita di riparare prontamenta lesione; cio
permette l'infiltrazione massiva delle LDL circalamando inizio alla
serie di eventi che portano alla formazione deli@nha (Shireman,
1996; Steinberg, 1998).

Le LDL possono attraversare per diffusione semplitaetima,
composta principalmente dalle cellule endotelialivestimento delle
pareti vasali, dalla matrice extracellulare sodott (tessuto

connettivo) e da uno strato di cellule muscolatdi (che protrudono
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verso la matrice).

E’ opinione comune che [lossidazione delle LDL awa
principalmente nell'intima delle arterie, in micadini non
raggiungibili dagli antiossidanti. Esse possonceessnodificate da
numerosi e differenti meccanismi; tuttavia, ad oggin c’'é accordo
su quello che possa predominamevivo. Si tratta, comunque, di un
processo mediato da radicali liberi che porta aemoesi cambiamenti
strutturali che dipendono tutti da un evento irlgia la
lipoperossidazione. Via via che le LDL si accumalasia i lipidi che
le proteine di cui sono composte vanno incontrooadidazione,
provocata da specie reattive dell’ossigeno o daita, rilasciate dal
metabolismo cellulare. Sembra che le cellule dpbeeti dei vasi
interpretino questi cambiamenti strutturali come wsagnale di
pericolo, per cui siano indotte a richiamare i comgnti del sistema
immunitario. Inizialmente, durante l'ossidazionelleleLDL, nello
spazio subendoteliale, si formano le mm-LDL, cheocscaratterizzate
da una leggera perossidazione dei lipidi e dali&atnella cellula per
mezzo del recettore classico delle LDL. Esse passomurre
'adesione dei leucociti all'endotelio e la secoem della proteina-1
chemiotattica dei monociti (MPC-1IMonocyte Chemiotactic Protein-
1) e del fattore macrofagico che stimola la formaeiali colonie (M-
CSF : Macrophage Colony Stimulation FacjorQuesto porta al
legame e al reclutamento dei monociti nell’endotelialla successiva
migrazione nello spazio subendoteliale, dove M-G#émuove la
loro differenziazione in macrofagi tissutali. | mafagi, a loro volta,
possono modificare le mm-LDL in una forma piu oasid

Forme modificate di LDL, quali I'acetil-LDL o le ekDL, sono
captate da macrofagi con un meccanismo di endiciteediata da

SR. Poiché SR non é regolato da C intracellularePDL endocitate si
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accumulano. In tal modo, i macrofagi, si riempiogiogoccioline
lipidiche e assumono il caratteristiagpetto dfoam cell L’aumento
delle foam cell e la loro deposizione lungo la pareasale assume
'aspetto di stria lipidica. Contro strie ed ateromsorge un
meccanismo di difesa basato sulla proliferaziondle deellule
muscolari lisce della parete, probabilmente indd&ain fattore che si
libera dalle piastrine che aderiscono al subendoi{@&DGF). Tale
meccanismo ha lo scopo di isolare la regione dayiatg piuttosto
che rimuovere il C accumulato. Il C, infatti, € cossolubile che non
puo essere eliminato dal punto della lesione, magmlo continuare
ad accumularsi provocando una lenta ma progressescita della
placca ateromatosa e delle strie lipidiche (Paadetl., 1997).

In fig. 6 sono riassunti le alterazioni morfofunzad associati alla
formazione della placca ateromatosa.

Le molecole inflammatorie possono promuovere Fidte crescita
della placca e la formazione di un “cappuccio fdarbsopra il nucleo
lipidico. Il cappuccio si sviluppa quando citochinelucono le cellule
muscolari lisce della tonaca avventizia a migralla auperficie
dell'intima, a moltiplicarsi ed a produrre una nwarspessa e fibrosa
(secrezione e accumulo di collageno e fibronectina) quale
immobilizza e compatta le cellule. Il cappucciorasce le dimensioni
della placca ma, allo stesso tempo, la avvolgdansiola dal flusso
sanguigno. Via via che il cappuccio matura, la oegi sottostante
subisce alcune modificazioni, la piu evidente dglliali € la morte di
parte delle foam cell, che liberano lipidi ossidati altre sostanze
citotossiche, causando la necrosi del tessutostatite .

Le placche ateromatose, per gran parte della lmistemza, si
espandono all'esterno dell'arteria anziché infdiramel lume, senza

causare nessun danno evidente. Quando le placclespandono
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contro la membrana basale endoteliale, si ha utevole riduzione
dell’elasticita della parete vasale ed un restnmegito del lume del
vaso, causandone la stenosi ed ostacolando iloflessatico verso i
tessuti, fino a determinare condizioni di occlusidischemia).

Nella progressione dell’'aterosclerosi, le sostana@ammatorie
prodotte dalle cellule schiumose possono indebddrstruttura del
cappuccio, producendo enzimi proteolitici capaci digerire il
collageno ed impedire alle cellule muscolari lisge@rodurne altro. In
queste condizioni, il cappuccio non pu0 essereriparato, la tenuta
della struttura di contenimento della massa satiisté indebolita e
linee di frattura si generano nella placca: alldrégttore tissutale, un
potente procoagulante, viene a contatto col pladetarminando la
formazione di trombi. | trombi perturbano il flusslminare,
trasformandolo in  flusso vorticoso. Quest'ultimo eado
meccanicamente sui trombi, causa il loro distacoograzione finché
una riduzione di calibro vascolare non li blocéhigueste condizioni,
il flusso ematico viene interrotto e le cellule @le subiscono danni
da carenza di ossigeno, nutrienti e segnali (Seeq)hbl1998; Gorog,
1992). Quando il trombo € sufficientemente granaleche senza
staccarsi, puo bloccare il flusso di sangue vdrsaare, provocando
infarto del miocardio e cioé la morte del tessuémd@mco (Libby,
2002).

L'aterosclerosi, quindi, € considerata come una attial
inflammatoria, mediata dal sistema immunitarioguesto contesto, e
ormai documentato che il meccanismo di attivazidee macrofagi
viene sollecitato da anticorpi prodotti contro denhe ossidate sia di C
delle LDL sia di altre proteine. A tal proposit@rpsostenere l'ipotesi
che l'inflammazione, in quanto caratterizzata damewmtati livelli

plasmatici delle “proteine della fase acuta”, dogtce un fattore non
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solo di progressione, ma anche di predisposizidhatesosclerosi,
abbiamo condotto le nostre ricerche su un grupp@eidsone con
patologia infammatoria cronica: l'artrite reumatei(Parke et al.,
1991; Parke et al., 1996).

1.8 L’Aptoglobina.

L’Aptoglobina (Hpt) € unan2-sialoglicoproteina che, in condizioni
fisiologiche, € presente nel plasma a basse caazéomi. | valori
fisiologici variano da 0,38 mg/mL a cica 2,27 mg/ifilanglois et al
1996). Essa é sintetizzata dal fegato sotto loastirdi vari fattori, tra
cui IL-1, IL-6, TNF-a. Queste citochine sono prodotte dai macrofagi o
altre cellule (come, ad esempio, i fibroblasti eBguti con alterazioni
strutturali) durante le prime fasi di un’infammage: cid rende conto
degli aumentati livelli di Hpt nel plasma, duratdée evento.

Hpt presenta tre fenotipi nell'uomo (Hpt 1-1, HE2 & Hpt 2-2); essa

e una proteina oligomerica, con ciascun monomesititado da una

subunita pesante (defta ed una subunita leggera (dettao o).
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Fig. 7 : Differenze strutturali tra i fenotipi digt

La catend3, ha un PM di circa 40 kDa (Kurosky et al., 198@)e
invariante; la catena & prodotta da almeno tre allelitpt'", Hpt',
Hpt2 Le due subunit&1F (fast) ealS (slow) differiscono solo per
'amminoacido in posizione 54, che puo esser@etiszamente, un
residuo di lisina o glutammato; il loro PM e diaar8.9 kDa. La
subunitan2, invece, risulta dalla fusione delle due categgére (fast
e slow), probabilmente a causa di un crossing-ogmrologo
(Bowman e Kurosky, 1982) ed ha un PM di 16 kDa ¢Bla Dixon,
1968). Le conseguenze di questo allele “pesantéd datenao sono
molteplici e rendono gli studi su Hpt umana moltumplessi. Per
comprendere tale complessita €& necessario chigy@euliarita
strutturali responsabili non solo del polimorfisnfienotipico, ma
anche dell’eterogeneita oligomerica di Hpt. Il momsoaf3 si forma
tramite un ponte disolfuro tra le due diverse siiaymentre il dimero

ap—ap e dovuto ad un ponte disolfuro tra due caten®entrealF e
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alS sono monovalenti, cioé possono formare un sohbepdisolfuro
con un’altra catenay2 é bivalente. A seconda del fenotipo espresso
(Hpt 1-1 o Hpt 2-2, in omozigosi, e Hpt 1-2 in eidgosi), Si
potranno avere diversi tipi di molecole. Mentraliinero (86 kDa) &
I'unica forma di Hpt che si puo ritrovare nei plastin persone con
fenotipo Hpt 1-1, nei plasmi Hpt 1-2 e, soprattuttoquelli con Hpt
2-2 saranno presenti un gran numero di isoformeersb PM (da 86
a 334 kDa per Hpt 1-2; da 149 a 348 kDa per Hpj. 2rdltre, € da
sottolineare che, a causa del fatto chee monovalente &, e
bivalente, le isoforme dell’Hpt 1-2 sono dei polimkneari, mentre
quelle dell’Hpt 2-2 sono polimeri circolari (Fig.7)
La struttura del dimero di aptoglobina (Hpt 1-19imile a quella delle
immunoglobuline, ma ha anche un’alta omologia corstiuttura di
proteasi seriniche come tripsina, chimotripsinamioina, plasmina ed
elastasi. Nonostante la perdita (evolutiva) dvdétiproteasica, questa
proteina ha acquisito un’alta affinita £KL0" molare') per
'emoglobina (Hb). Sembra, dunque, che la funzipnecipale di Hpt
sia quella di legare Hb, rilasciata durante I'esiolDopo essere stata
legata da Hpt, Hb viene trasportata al fegatoaimodo viene ridotta
la potenziale tossicita del ferro, coordinato dmie, ed esso puo
essere riciclato per 'emopoiesi. Il legame Hb-KH@inbra coinvolgere
solo legami non covalenti, vista [linibizione peremo di
polielettroliti, e coinvolge la sola catend di Hpt che si lega
stechiometricamente ad un dimea( di Hb. Tramite questo
complesso, in cui & impegnato presumibilmente iP65@i Hpt
plasmatica, viene catabolizzata circa 1 g di Hgiaino (ovvero 1/6
del totale turnover di Hb).

Tra i ruoli svolti da Hpt c’é la stimolazione delligiogenesi (Cid
et al.,1993) e linibizione della sintesi di pragiendine (Jue et al.,
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1983; Beisambaeva et al., 1990). Inoltre, e statwstrato il legame
di Hpt a CD22 presente sulle cellule B (Hanasaldlgt1995) e sono
state descritte proprieta antinfiammatorie (El Ghiraaal., 1996) ed
immunosoppressive di questa proteina (Oh et a87;1Quaye et al.,
2000). 1l polimorfismo di Hpt gioca un ruolo anchella risposta
iImmunitaria. Soggetti con fenotipo Hpt 2-2 produzohvelli di
anticorpi contro il virus dell’epatitd significativamente piu bassi
rispetto a quelli con fenotipo Hpt 1-1 e Hpt 14enotipo influenza
non solo il numero, ma anche la cinetica dellaossp degli anticorpi
anti-HBs (Louagie et al., 1993).

E' noto che Hpt (Giblett, 1974; Cerda et al.,199@ga Apo Al
(Kunitake et al., 1994; Salvatore et al., 2007)Apod E ( Salvatore et
al., 2009) che sono esposte sulle HDL: una detiéer, alla base di
guesto lavoro sperimentale e che, a causa di gqlegsme, potrebbe
venir meno la necessaria stimolazione di LCAT deepdi Apo Al
(Balestrieri et al., 2001) e Apo E. Infatti, Hpeghndosi a queste
apolipoproteine potrebbe mascherare il sito di negacon LCAT;
questo fenomeno potrebbe avvenire per ingombracstedata la
grande massa molecolare di Hpt in confronto a qudille due
apolipoproteine. E’ facile immaginare quale posssseee la
conseguenza di questi eventi e quanto possa esspaetante |l
rapporto Hpt/(Apo Al + Apo E) per un efficiente zionamento di
RCT.

Hpt, legando Apo Al e Apo E, potrebbe inibire liaita di LCAT,
fondamentale per la rimozione del C e per 'omedst&rutturale e
funzionale del tessuto endoteliale. Abbiamo apmuratoltre, nei
precedenti paragrafi, come il cattivo funzionamermto uno dei
meccanismi del RCT possa essere alla base diundaserie di eventi

che portano alla formazione di un ateroma. Dunque,
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I'approfondimento dell'attivita di Hpt sembra imfamte per definire,
a livello molecolare, ragioni e contesto del rigschdi malattie
cardiovascolari e per approntare nuove terapie alatita di

prevenzione. Appare, quindi, di cruciale importanka studio
dell'interazione tra Hpt e Apo Al e Apo E e degtietti inibitori dei

singoli fenotipi sull’attivita LCAT.

1.9 Il peptide P2a.

In precedenti lavori scientifici, € stato possibiidividuare la regione
di Apo Al implicata nel legame con Hpt. Ulteriondagini, effettuate
con l'utilizzo di peptidi sintetici, hanno permessdo restringere la
zona specifica di interazione. Tale sequenza étatauessere Laun-

Alaiss, e questo peptide e stato denominato P2a (Fig. 8).

SPLGEENRORARARVDALRTHLA

Fig. 8 : Sequenza amminoacidica del peptide P2a.

Esperimenti di competizione tra P2a e le HDL pdegame ad Hpt,
mostrano le capacita del peptide di modulare &dare. Inoltre, in
altri esperimenti si analizza l'influenza del peletisul legame di Hpt
con Hb (Spagnuolo et al., 2005). Questa funziosielfigica di Hpt,
che é la piu importante svolta da questa proteman viene
minimamente influenzata da P2a in esperimenti anmetizione in

vitro.

27



L’attivita di LCAT in vitro, risulta essere draséimente inibita dalla
presenza di Hpt. In effetti, quest'ultima legandpoAAl impedisce

una corretta stimolazione dell’enzima e di consegaela sua

funzionalita € limitata. Quest’effetto inibitorio a@nnullato dalla

presenza di P2a in un saggio dell'attivita di LC#Tpresenza di Hpt
(Spagnuolo et al., 2005).

E opportuno notare che I'aumento della concentraziti Hpt durante
la fase acuta dell'inflammazione, potrebbe causame accumulo

maggiore di C nelle cellule endoteliali e nellecag, rappresentando
un fattore di rischio come riportato in letteratf&pagnuolo et al.,
2003). Le proprieta del peptide P2a sovra descritefanno un

candidato per entrare nella rosa dei potenzialimd&i da testare

contro le malattie cardiovascolari.
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2. OBIETTIVI

Un’ipotesi su cui si basa parte di questo lavoroiairca € che Hpt,
legando Apo A-l o Apo E, possa inibire lattivitai d.CAT,
fondamentale per la rimozione del colesterolo e Pmmeostasi
strutturale e funzionale del tessuto endoteliake.cid ne consegue il
cattivo funzionamento del RCT con l'innescarsi ultd una serie di
eventi che portano alla formazione di un ateroma.

La nostra attivita di ricerca € quindi finalizzaédio sviluppo di
molecole in grado di migliorare RCT. In particolalapproccio
biochimico prevede lo sviluppo di nuove molecolepaa di
competere con Apo A-l o con Apo E nel legame ad (. 9). Nel
contempo, queste molecole non devono alterareofarieta di legame

di Hpt nei confronti di Hb, né essere immunogene.

EFFETTO DI UN INIBITORE DI Hpt DURANTE L'INFIAMMAZIONE

condizioni

fisiologiche
a /

cellula endoteliale
o macrofago parietale

Fig. 9 : Rappresentazione schematica del meccardsR®C. In figura e
mostrato il meccanismo d’azione di molecole biotbgi durante un processo
inflammatorio.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Materiali

Sono stati acquistati dalla Sigma (agenzia di Mi)amn seguenti
prodotti: albumina di siero bovino (BSA); albuminanana (HSA);
Emoglobina bovina (Hb); Hpt purificata del fenoti@el; anticorpi
anti-Hpt umana (IgG policlonali di coniglio, da od&nominati Ab
anti-Hpt); anticorpi contro la regione Fc degliiaatpi di coniglio,
coniugati con perossidasi di rafano (IgG policlortalcapra, da ora
indicati come Ab GAR-HRP); perossido di idrogenogldro-1-
naftolo. Apo Al e lanticorpo anti-Apo Al (IgG palonali di
coniglio, Ab anti-Apo Al) sono stati acquistati @FalCalbiochem
(Inalco, Agenzia di Milano). Apo E umana (fenotippe I'anticorpo
anti-Apo E (IgG policlonali di capra) sono statgacstati dalla Vinci
Biochem (Vinci, Italia). | peptidi di P2a e 1 pegiti che si
sovrappongono parzialmente alla sequenza ammiricaaid Apo E
D65 to R191,sono stati sintetizzati da INBIOS (Nggtalia), usando
standard Fmoc chemistry, con biotinilazione di Nri@i.

Dalla Millipore (agenzia di Milano) sono state aiggate le membrane
di PVDF, per il trasferimento in campo elettricolleeoroteine, e |
filtri di nitrocellulosa per filtrare le soluzioniC triziato [1a,2a(n)-
*H- C] & stato acquistato dalla NEN (agenzia di Milah@strine di
silice Sil-G (0.25 mm), per la cromatografia suasirsottile, della
Macherey-Nagel (Duren, Germany) sono state usatateridle
monouso, sali ed altre sostanze chimiche per lpapagione e la
manipolazione di reattivi e soluzioni, sono statequastati da

rivenditori di Napoli.
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3.2 Metodi

3.2.1 Elettroforesi.

L’elettroforesi dei peptidi derivanti dal taglio &ipo E con bromuro
di cianogeno (CNBr) o trombina, in condizioni ridunti e denaturanti
(SDS-PAGE), e stata eseguita su gel discontinustasmialmente in
accordo al metodo di Schagger e Von jagon 1987pfgarare il gel,
e stata utlizzata una soluzione madre di acrilasemie bis-
acrilammide (N,N’-metilene-bisacrilammide), rispedimente al 30%
ed allo 0,8%. Il gel di separazione era costitwito una matrice di
poliacrilammide al 18% o al 15%, contenente 300 fiMM-HCI a pH
8.8 e 0,1% SDS. Per la polimerizzazione sono stdizzati, come
catalizzatori, persolfato di ammonio e TEMED (N,NNN-tetrametil,
etilendiammina), secondo una procedura pubblida¢adimensioni
del gel di separazione erano: 8 cm (altezza) xc&5(larghezza) x
0,15 cm (spessore); quelle del gel superiore, ire@no stati formati
pozzetti per inserimento di apposito stampo ditmaserano: 2 cm
(altezza) x 6,5 cm (larghezza) x 0,15 cm (spessdréampone di
corsa (a pH 8.3) e stato preparato sciogliendo d4liglicina e 3 g di
Tricina in un litro di acqua bidistillata, a cuirsmstati aggiunti 10 mi
di 10% SDS. | campioni, preparati in un tamponeuc&hte e
denaturante (62,3 mM Tris-HCI a pH 8.6, 10% di gjlaio, 5% [3-
mercaptoetanolo, 0.3% blu di bromofenolo, 5% SDS)Farrell,
1975), sono stati incubati a 100°C per 5 min e, paricati nei
pozzetti sul gel. Dopo l'elettroforesi, il gel eati immerso in una
soluzione contenente 25% isopropanolo e 10% acahtica, allo
scopo di fissare le proteine. Dopo circa 1 h, lazone di fissaggio e
stata rimossa e sostituita con un’altra simile,tenante 0.25% di
colorante (Coomassie Brilliant Blue R-250). Dopb i colorazione,

il gel e stato decolorato, mediante ripetuti lavagmn acido acetico al
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10%, finché non e stato ottenuto uno sfondo traspar Tutte le
procedure sopra descritte sono state effettuatéo sobstante
agitazione, a temperatura ambiente.

Il trasferimento delle proteine da gel a membratet¢ comunemente
Western blotting e stato effettuato essenzialmente in accordo a un
protocollo pubblicato (Porta et al., 1999). Dopaldttroforesi, il gel e
una membrana di PVDF (precedentemente attivataetamolo) sono
stati equilibrati per 20 min in tampone di tragfegnto (20 mM Tris,
192 mM glicina, 10% metanolo, pH 8.3) a 4°C. Letpme sono state
trasferite su membrana di PVDF mediante migrazionecampo
elettrico. Tale campo e stato prodotto con unonsnto costituito da
due piattaforme di grafite o metallo con funzioneldttrodi (Sammy-
dray; Macherey-Nagel; Duren, Germany). La membra&natata
adagiata su tre fogli di cellulosa a contatto cénddo; sulla
membrana e stato deposto il gel e, su di essotraltiogli di cellulosa
sono stati sovrapposti: i fogli, imbevuti di tamegrsono serviti per
assicurare la continuita del campo elettrico. Satate adottate
condizioni di trasferimento variabili, a seconddlalgrandezza del
gel: l'intensita di corrente a cui si trasferiscdagroteine deve essere
di 3,5 mA per crhdi gel; il tempo di trasferimento & stato di 3 h.
Dopo il trasferimento delle proteine, la membranatata lavata 2
volte (10 min ciascuna) con EWB (ELISA washing leuff20mM
Tris-HCI a pH 7,3; 130 mM NacCl; 0,05% Tween-20)nt@mbrana e
stata, poi, incubata per 1 h a 37°C con 1% gelatin&WB, per
saturare eventuali siti aspecifici di legame peagticorpi. Dopo due
lavaggi (come sopra) in EWB, la membrana e statabiata per 1 hr a
37°C con 0,1 mg/ml di Hpt. Dopo due lavaggi (corapra) in EWB,
la membrana e stata incubata per 1 hr a 37°C aatidorpo specifico

per I'antigene, opportunamente diluito; la diluizé in 1% gelatina, €
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stata fatta 1:500 per Ab anti-Hpt. Dopo altri dagaggi in EWB, la
membrana e stata incubata per 1 h a 37°C cond@pitb secondario
(Ab GAR-HRP, diluito 1:800 in 1% gelatina). Infinls, membrana é
stata lavata ancora in EWB e due volte in TBS (Ibuffer salino 20
mM Tris-HCIl pH 7,3; 500 mM NaCl) (dieci minuti penascun

lavaggio). L’attivita dell’enzima perossidasi, légaall’anticorpo

secondario e stata rivelata mediante l'aggiuntdadsbluzione di
sviluppo (33% metanolo, 0,03%,8, e 4 mM 4-cloro-1-naftolo in
TBS), che ha prodotto la comparsa di bande scup®inspondenza

degli immunocomplessi formati.

3.2.2 Procedimento ELISA : Valutazione dell’'afénitdi peptidi
biotinilati ad Hpt o HDL immobilizzate su piastra.

E’ stata preparata una soluzione di Hpt (Soluzioweelre 4,65.g/ul)

in tampone di coating (7,3 mM NaO; pH 9,6- 17,4mM NaHC&1,5
mM NaNb).

Durante la fase di Coating le proteine interagiscoon il pozzetto
della micropiastra, formando legami stabili; dungaéquote della
soluzione di Hpt (50ul) sono state deposte nei pozzetti e
successivamente incubate per tutta la notte a géCpermettere la
formazione di tali legami.

Dopo l'incubazione, le piastre sono state lavatel& con il tampone
EWB (ELISA washing buffer: 20mM Tris-HCIl a pH 7,330 mM
NaCl; 0,05% Tween-20) e tre con TBS (Tris buffelinea 20 mM
Tris-HCI pH 7,3; 500 mM NacCl).

La capacita legante dei pozzetti sulla piastraatastuccessivamente
saturata mediante incubazione (37°C, 1h) con 0.4 BB TBS (fase
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di blocking) . Dopo la suddetta fase, le piastnecsstate lavate come
precedentemente descritto.

Sono state successivamente preparate soluziorBi(0[25% BSA in
EWB ) dei seguenti peptidi biotinilati: Ala-scan@l4Ala-scan 147,
Ala-scan 149, Ala-scan 150, Ala-scan 151, Ala-st&8, Ala-scan
155, Ala-scan 157, Ala-scan 161, Ala-scan 162, PB4 P144-158,
P144-155 e P2a (@, 24 uM, 80 uM, 240uM per ciascun peptide).
Aliquote di 50ul di questi campioni sono state trasferite in tcigio,

In ogni micropozzetto, il tempo di incubazione mpresta fase di
Binding e stato di 105 min, alla temperatura di G7°Dopo
I'incubazione della piastra in stufa é stato ripetul lavaggio
precedentemente descritto. A questo punto si € epudo
allincubazione con lavidina, diluita 1:4000 in DB®,25% BSA in
EwB). Aliquote (60ul) di questa diluizione sono state trasferite in
ogni micro pozzetto. Dopo l'incubazione della piaq37°C per 1 h),
e stato ripetuto il lavaggio della piastra. La fasguente prevedeva
'aggiunta ad ogni micro pozzetto di 10@ di una soluzione
contenente il substrato per la perossidasi (20 i @ 120ul di 3%
H,O, , disciolti in 50ul di una soluzione a pH 5, contenente 300 mM
acido citrico e 700 mM NaHP{Q La reazione che si verificava
prevedeva la scissione ad opera della perossid&sid, producendo
in tal modo radicali che colpiscono I'OPD presemtesoluzione. La
modificazione del bersaglio, in questo caso OPBsfarmato in un
composto colorato, € stata determinata come indielattivita
enzimatica. Questa fase e durata 30 minuti a 3T&.reazione
enzimatica e stata bloccata aggiungendo ad ogmiettoz50ul di 2,5

M H,SQ,. In seguito all'incubazione con il substrato, s\w@uppato
un colore in misura proporzionale alla concentnagiaell’enzima

presente. Di conseguenza lo sviluppo del colordetigva la
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concentrazione di complessi formati dal legame’aetlina con i
peptidi biotinilati. La misura spettrofotometricalllassorbanza a 492
nm dei campioni ha permesso di determinare la gaardi peptidi

biotinilati legati all'aptoglobina.

3.2.3 Sintesi dei peptidi.

Tutti i peptidi che si sovrappongono parzialmenila aequenza di
Apo A-l sono stati sintetizzati usando una cromedbg in fase solida
(Spagnuolo et al., 2005). Le sintesi peptidicheosstate effettuate
con “3482 Advanced Chemtech multiple peptide synthesizeahds

una resina PAL-PEG-PS (Perseptive Biosystem, Hagnlisermany).
Il distacco dei peptidi dalla resina e stato ottenton il trattamento
con una miscela di acido trifluoroacetico , triismmlsilano , acqua,
1,2-etanditiolo (90:2.5:2.5:5, v:viviv) a temperatuambiente. In
seguito tutti i peptidi sono stati precipitati cetiletere, e disciolti in
appropriate miscele di aceto nitrile e acqua, éipati tramite HPLC

con una colonna C18 (Juppiter; Phenomenex, Torr&@we Infine la

purezza e lidentitd dei peptidi € stata analizzatan Voyager

instrument (Perseptive Biosystems).

3.2.4 Procedimento ELISA : Spiazzamento di Hpt Bé.,Hib o Apo
E immobilizzate su piastra con l'utilizzo di peptid

E’ stata preparata una soluzione di HDL, Hb o Apm tampone di
coating.

Durante la fase di Coating le proteine interagiscoon il pozzetto
della micropiastra, formando legami stabili; dunga&quote della
soluzione di Hpt, Hb 0 Apo E (600 ng in hl) sono state deposte nei
pozzetti e successivamente incubate per tutta tee reo 4°C, per

permettere la formazione di tali legami.
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Dopo lincubazione, le piastre sono state lavat \olte con il
tampone EWB e tre con TBS.

La capacita legante dei pozzetti sulla piastraatastuccessivamente
saturata mediante incubazione (37°C, 1h) con 0.38A B TBS.
Dopo la suddetta fase, le piastre sono state lavadene
precedentemente descritto.

Sono state successivamente preparate soluzionBircdhtenenti 1
UM Hpt e i seguenti peptidi : Ala-scan 146, Alarsdal7, Ala-scan
149, Ala-scan 150, Ala-scan 151, Ala-scan 153, s8lan 155, Ala-
scan 157, Ala-scan 161, Ala-scan 162, Apo-Aib, R2geptidi
mimetici di Apo E (8uM, 24 uM, 80 uM, 240 uM per ciascuno dei
peptidi).

Aliquote di 50ul di questi campioni sono state trasferite in iciglo,

In ogni micropozzetto; il tempo di incubazione ppresta fase di
legame di Hpt alle proteine su pozzetto e statdl@ min, alla
temperatura di 37°C. Dopo I'incubazione della peash stufa & stato
ripetuto il lavaggio precedentemente descritto. Wegjo punto si e
proceduto all'incubazione con anticorpo anti-Hptcdniglio, diluito
1:3000 in DB. Aliquote (60ul) di questa diluizione sono state
trasferite in ogni micro pozzetto. Dopo l'incubazso della piastra
(37°C per 1 h), e stato ripetuto il lavaggio defimstra, e si €
proceduto all'incubazione con anticorpo anti-cooigllegato a
perossidasi, diluito 1:5000 in DB. La fase segueptevedeva
'aggiunta ad ogni micro pozzetto di 10@ di una soluzione
contenente il substrato per la perossidasi (20 i @ 120ul di 3%
H,O, , disciolti in 50ul di una soluzione a pH 5, contenente 300 mM
acido citrico e 700 mM NaHPQp . La reazione che si verificava
prevedeva la scissione ad opera della perossidésQd, producendo

in tal modo radicali che colpiscono I'OPD presemtesoluzione. La
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modificazione del bersaglio, in questo caso OPBsftrmato in un
composto colorato, € stata determinata come indief¥attivita
enzimatica. Questa fase é durata 30 minuti a 3T&C.reazione
enzimatica e stata bloccata aggiungendo ad ogmiettoz50ul di 2,5
M H,SQ,. In seguito all'incubazione con il substrato, ss\@uppato
un colore in misura proporzionale alla concentnagiaell’enzima
presente. Di conseguenza lo sviluppo del colordetigva la
concentrazione di complessi formati dagli anticarpn Hpt rimasta
Su piastra. La misura spettrofotometrica dell'alsanza a 492 nm dei
campioni ha permesso di determinare indirettaméntguantita di
Hpt legata alle proteine che erano state immolaitezsu pista, e la

guantita spiazzata mediante I'uso di peptidi.

3.2.5 Saggio dell'attivita di LCAT.

by

L'attivita dellenzima LCAT é stata determinata mmando la
conversione del C in CE, utilizzando, come substdsil’enzima, un
proteoliposoma artificiale, preparato in accordo wth metodica
pubblicata (Chen e Albers, 1982; Sparks et al., L1992 preparazione
del proteoliposoma € stata effettuata miscelandanitubo di vetro di
15 ml, 0,08 ml di fosfatidilcolina (50 mg/ml), 081ml di una
soluzione etanolica di colesterolo (1 mg/ml) e 8®2nl di una
soluzione etanolica dila,2a(n)-’H]-C (1 pCi/ml). La miscela
risultante e stata portata a secco, sotto flussazdio, a temperatura
ambiente: a questo punto, sono stati aggiunti aleb t0,15 ml di
tampone TBE (10 mM Tris-HCI a pH 7,4, 140 mM NaClmM
EDTA) e 0,021 ml di una soluzione di 725 mM sodudato in TBE.
La dispersione e stata agitata vigorosamente, pein3e incubata a

37°C per 1,5 h; anche durante l'incubazione, lacelss e stata agitata



vigorosamente (ogni 10 min), affinché diventassenmletamente
chiara. Al termine dell'incubazione, 0,033 ml di&Al (3,28 mg/ml)
sono stati aggiunti alla miscela ed € stata effitdtuuna seconda
incubazione di 1 h a 37°C. Infine, la miscela éasthalizzata in TBE,
per 20 h a 4°C, per rimuovere il colato. Nel prépsoma cosi
preparato il rapporto molare Apo Al: fosfatidilaudi: C era 1.5: 200:
18.

Il saggio dell'attivita di LCATe stato effettuato, quindi, preparando
diversi tubi in cui sono stati aliquotati 8,3 pulHBA al 6% e 10 ul di
sospensione di proteoliposoma diluito 1: 20, Hptpeptide Apo-Aib
a concentrazioni. | diversi tubi sono stati portdiun volume finale
di 100 pl con TBE e preincubati a 37°C per 30 rbiopo questa fase,
sono stati aggiunti 2,8l di 2 mM B-mercaptoetanolo e 3,5 pl di un
pool di plasma umano, precedentemente deprivat®tie VLDL e
HDL (per trattamento con 0,16 M CaCGt¢ 0,65% destran-solfato,
seguito da centrifugazione e recupero del supartgtgBurstein et
al., 1970). La miscela é stata agitata e incub&a°& per 60 min. Al
termine dell'incubazione, la reazione enzimaticstata bloccata con
130 ul di etanolo assoluto. A cio sono seguitet@ae®ni sequenziali,
ciascuna con 500 ul di esano. Gli estratti di esamm stati riuniti e la
miscela risultante e stata portata a secco sotitesdl di azoto;
successivamente, il materiale e stato ridisciaitd6Q pl di cloroformio
e trasferito su una lastrina (gel di silice, supr di plastica) per
TLC (Thin Layer Chromatography utilizzando capillari di
borosilicato. La fase mobile, per la TLC, era do#t da etere di
petrolio / etere etilico / acido acetico in rappo@0:30:1. In queste
condizioni, a causa di un’interazione differenten cib tampone,
colesterolo ed esteri del colesterolo migrano celoacrta diverse; in
particolare, gli esteri (che sono molecole piu apalel colesterolo) si
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ripartiscono preferenzialmente nella fase mobileg@ndi, migrano

piu velocemente, mentre il colesterolo si sposka dopoco dal punto
in cui e stato depositato. Alla fine della corsa,lastrina € stata
esposta a vapori di iodio. In tal modo, sono stateenziate le aree
raggiunte dalle migrazioni del colesterolo liberodel colesterolo
esterificato. C standard (7 pg) € stato usato amné&ollo su ciascuna
lastrina, per distinguere le due forme di C. Letrilas sono state
tagliate in modo da recuperare le aree contenemtiCE, che sono
state immesse in fiale di scintillazione, conten&ninl di liquido di

scintillazione (Insta-Gel). La radioattivita incomata nel prodotto di
reazione (CE) o residua nel reagente (C) e statsurata per
fotometria di scintillazione. L’attivita di LCAT 6tata calcolata come
percento di C esterificato in 1 h e, poi, convartit attivita molare
(nmoli di C esterificato per h per ml di campionsg¢condo un uso

diffuso in letteratura. Ogni campione é stato azalio in triplicato.

3.2.6 Preparazione del Peptidosoma.

Un peptidosoma artificiale, € stato preparato sasémente in
accordo ad una metodica pubblicata (Chen e Ald&€82; Sparks et
al.,1992). La preparazione del peptidosoma € seffattuata
miscelando, in un tubo di vetro di 15 ml, 0,08 mifasfatidilcolina

(50 mg/ml), 0,018 ml di una soluzione etanolicaCd{1 mg/ml). La
miscela risultante € stata portata a secco, stigsd di azoto, a
temperatura ambiente: a questo punto, sono stgturg nel tubo
0,15 ml di tampone TBE (10 mM Tris-HCI a pH 7.4014M NacCl, 1

mM EDTA) e 0,021 ml di una soluzione di 725 mM sodblato in

TBE. La dispersione € stata agitata vigorosamemée, 3 min, e

incubata a 37°C per 1,5 h; anche durante I'incuregila miscela e
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stata agitata vigorosamente (ogni 10 min), affinatigentasse
completamente chiara. Al termine dell’incubazior®033 ml di
peptide Apo-Aib o PEX (X da PEl1l a PE9) (3,28 mg/suho stati
aggiunti alla miscela ed e stata effettuata unarsiecincubazione di 1
h a 37°C. Infine, la miscela é stata dializzatd BE, per 20 h a 4°C,
per rimuovere il colato. Nel proteoliposoma cogparato il rapporto
molare Apo-Aib o PEX : fosfatidilcolina: colestenatra 1,5: 200: 18.
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4. RISULTATI

4.1 Legame di Peptidi mimetici di Apo Al, coguenze parziali di
P2a, ad Hpt immobilizzata su piastra.

In precedenti esperimenti € stato dimostrato clsedmenza di Apo Al
che lega Hpt é costituita da 24 amminoacidi (144-tlénominata
P2a). Questo peptide e capace di annullare I'effieibitorio di Hpt

sull'enzima LCAT in un saggio enzimatico in vitr8gagnuolo et al.,
2005). Nell'ottica di migliorare il legame di P2d &lpt e la stabilita
del peptide in soluzione e di diminuire i costi mgloduzione dei
peptidi, sono stati sintetizzati due peptidi piurtcaispetto alla
sequenza di P2a e testati nel saggio di legamepadhtobilizzata su

piastra (Fig. 10).
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Fig. 10 : Comparazione di peptidi accorciati risped P2a
nella capacita di legare Hpt. Aliquote di peptidcarciati e
biotinilati (P144-157 e P144-155) a diverse con@ibni (24,
80 e 240 uM) sono state incubate con Hpt immolatazsu
piastra. Ogni campione é stato analizzato in t@b e le barre
indicano il valore di DS.

| peptidi accorciati P144-157 e P144-155 dimostrdnavere minore
affinita per Hpt rispetto al P2a, a tutte le coricazioni testate.
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4.2 Legame di Peptidi mimetici di Apo Al, modificaon

introduzione di alanine (Ala-scan) nella sequenzaPda, ad Hpt
immobilizzata su piastra.

In questo esperimento I'approccio biochimico segeitstato quello di
valutare I'influenza di alcuni amminoacidi (sopudtib quelli carichi)
sul legame tra Hpt e peptide. Sono stati sintetiizizaci peptidi, in cui
alcuni amminoacidi sono stati sostituiti con alanirfAla) in

determinate posizioni. Successivamente abbiamdatalla capacita
di questi peptidi di legare Hpt immobilizzata sagira (Fig. 10). La
sostituzione di Ala, in specifiche posizioni, aut@enotevolmente la
capacita di P2a di legare Hpt. Le sostituzioni lsheno dato i risultati
migliori sono quelle in posizione 146 (EA), 157 (D—A), 162

(H—A), 149 (R>A), 150 (D—A).
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Fig. 11:Comparazione di peptidi, con sostituzioni di spekif
residui di P2a con Ala, rispetto a P2a nella capatiilegare
Hpt. Aliquote di peptidi (Ala in posizione 146,14149, 150,
151, 153, 155, 157, 160 o 162) a diverse concdotia@, 24,
80 e 240 uM) sono state incubate con Hpt immolatazu
piastra. Ogni campione é stato analizzato in tdb e le barre
indicano il valore di DS.



4.3 Spiazzamento di Hpt da HDL immobilizzate sastpa, con
peptidi contenenti Ala nella sequenza di P2a.

Hpt lega le HDL interagendo con ApoAl o ApoE (Satra et al.,
2009). E possibile immobilizzare le HDL sul fondel ghozzetto di
una piastra, ed incubare queste lipoproteine coa determinata
quantita di Hpt. Si puo, poi, misurare il legame cte scaturisce con
l'utilizzo di anticorpi anti-Hpt. Quando l'incubaane suddetta viene
effettuata in presenza di peptidi (o di qualsidsiaamolecola, in
generale), il legame tra Hpt e HDL pud risultardluenzato in
maniera sostanziale. In particolare, piu il peptideragisce con Hpt,
minore sara il legame che la proteina stabilisae leoHDL. Questo
tipo di esperimento prende il nome di spiazzamémtcompetizione).
Il risultato dell’'esperimento di legame ad Hpt,etffiato con i peptidi
contenenti Ala al posto di residui naturali, ci partato a ipotizzare
che questi peptidi riuscissero a spiazzare HpeddDL in maniera
piu efficace rispetto al P2a. Lo spiazzamento asest] peptidi non ha
confermato i risultati dell’esperimento di legane,quanto peptidi
essi, pur legando Hpt piu efficientemente di Pdassdiazzano peggio
dalle HDL (Fig 12). A tutte le concentrazioni saajgi (8, 24, 80 e 240
uM), P2a risulta essere piu efficace dei peptiddificati, in questo

tipo di esperimento.
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Fig. 12 : Spiazzamento di Hpt da HDL con peptiditementi
Ala al posto di residui naturali nella sequenz®2f. Aliquote
di peptidi a diverse concentrazioni (8, 24, 80, 40 sono
state analizzate per la loro capacita di interéecon il legame
tra Hpt e HDL. | dati sono riportati come percedad valore
ottenuto dall'incubazione della sola Hpt (barra inee nere
orizzontali). Ogni campione é stato analizzataiplitato e le
barre indicano il valore di DS.

4.4 Legame dei peptidi alle HDL.

Per spiegare I'apparente incongruenza riscontralfa spiazzamento
di Hpt da HDL, mediante l'uso di peptidi conteneAta al posto di
residui naturali nella sequenza di P2a, abbiambzipato che questi
peptidi potessero interagire con le lipoproteinemwbilizzate su
piastra. Quindi, il peptide con la sostituzione -Al6 € stato testato
per il suo legame diretto alle HDL. L’esperimentstato realizzato
usando tre diverse concentrazioni diverse del gep{8, 24, 80 uM).
Inoltre il legame é stato anche seguito nel tempmec mostrato in
figura 13. Il peptide ha interagito con le HDL, @egta sua interazione
e stata proporzionale sia alla concentrazione adtgpehe al tempo di

incubazione. L’'esperimento € stato ripetuto coniecid peptidi,
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sintetizzati modificando la sequenza di P2a, daedito del tutto

paragonabile (dato non mostrato).
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Fig. 13 : Cinetica di legame del peptide con Al& 84HDL.

Il passo successivo € stato quello di constatardassemplice
sostituzione di un amminoacido potesse modificaaéfidita del

peptide P2a per le HDL. Quindi e stato effettuatocanfronto tra il
peptide P2a e quello con Ala-146 rispetto al leggmar le HDL, in
modo da avere una visione piu completa del fenomekite

concentrazioni testate (8 e 24 uM) il peptide A& £ risultato piu
affine alle HDL rispetto al P2a. Quindi la sostitr'e amminoacidica

ha reso il peptide piu efficiente nel legare le HOHpt.

45



M P22

Ala-scan 146

= 06- I
g 0.6
=
e

0.4
£
=
>
- 0.2
]
wn
)
< 0 — —

8 UM 24 UM

Fig. 14 : Comparazione tra P2a e Ala-146 per ihieg a
HDL. Aliquote di peptidi Ala-146 o P2a a diverse
concentrazioni (8 e 24 uM) sono state incubateleon

HDL immobilizzate su piastra. Ogni campione e stato
analizzato in triplicato e le barre indicano ilmad di DS.

4.5 Stabilizzazione conformazionale di P2a.

Per cercare di superare i problemi riscontrati laamizzo dei peptidi
modificati con Ala, abbiamo cambiato il nostro agpgmio. Infatti,
oltre a cercare di aumentare l'affinita del P2a piat, abbiamo
cercato di dare una struttura piu fisiologica aptke. Per fare in
modo che P2a assumesse una conformazione-elita, abbiamo
effettuato delle sostituzioni amminocidiche in detmate posizioni
della sequenza peptidica. In particolare, le aogthe suddette sono
consistite nell'inserimento di alanine e gruppi amorsobutilici (Fig

15). Il nuovo peptide ottenuto e stato denomingto-Aib.
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Fig 15 : Stabilizzazione conformazionale di
P2a. Attraverso l'introduzione di Ala e
gruppi amminoisobutilici in determinate
posizioni, il peptide assume una struttura di
a-elica in soluzione.

4.6 Legame di Apo-Aib a Hpt immobilizzata su piastra.

Il peptide Apo-Aib €& stato saggiato per il legameettib ad Hpt
immobilizzata su piastra. Esso € stato anche smaggigparagone al
P2a, per verificare se la stabilizzazione confoiorege, da noi
attuata, avesse reso quest’ultimo piu affine ad ¢Jptel contempo,
idoneo ad essere usato in soluzioni biologiche mdeventuali
esperimenti futuri su esseri viventi. Come mostiat Figura 16, il
peptide Apo-Aib risulta piu affine ad Hpt, rispetl P2a. La
differenza nella capacita di legare Hpt dei due tidepsi puo

apprezzare in modo significativo alle concentraz8the 240 uM.
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Fig.16 : Comparazione tra Apo-Aib rispetto al P2dan
capacita di legare Hpt. Aliquote di peptidi Apo-Aib
diverse concentrazioni (8, 24, 80 e 240 uM) soatest
incubate con Hpt immobilizzata su piastra. Ogni pizme

e stato analizzato in triplicato e le barre indecdrvalore
di DS.

4.7 Saggio dell'attivita di LCAT in presenza di ApdA Hpt.

Il risultato riscontrato nell'esperimento di legaa Hpt su piastra, Ci
ha spinto a testare Apo-Aib in una serie di espemtiin vitro, i quali
costituiscono una tappa preliminare ad esperims&untcellule o in
vivo. Uno di questi esperimenti & rappresentato ddifmd di Apo-
Aib per annullare I'effetto inibitorio di Hpt neionfronti dell’attivita
di LCAT in vitro. In questo saggio, la fonte di LJAe costituita dal
plasma deprivato delle HDL, in quanto queste liptgine sono
substrati naturali dell’enzima e potrebbero alerdrrisultato del
saggio stesso. | substrati sono contenuti in untephposoma
costituito da C (radioattivo) e fosfatidilcolina. nditre, |l
proteoliposoma contiene anche una proteina stimegadi LCAT
cioe Apo Al. L’attivita dell’enzima e espressa co@ie formati per

ora per ml di plasma. L’'aggiunta di Hpt nel saggmoquantita molari
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almeno doppie rispetto a quelle di Apo Al contemue liposoma,
provoca l'inibizione dell’attivita di LCAT (Baleseri et al., 2001).
Con l'aggiunta del peptide Apo-Aib, che interagiscen Hpt,

I'inibizione risulta minore a concentrazioni baskd peptide (8 M)
mentre viene completamente annullata a concentraglevate di

peptide (240 uM) (Fig. 17). Quest’esperimento rappnta
un‘ulteriore prova della capacita di Apo-Aib dienagire fortemente
con Hpt, non solo quando quest’ultima risulta b&dacsul fondo di un
pozzetto (esperimento di legame su piastra) maeamncisoluzione,

che rappresenta una situazione piu simile a giisitdogica.

[ Attivita Basale
M+ 1puMHpt
+ 8 uM Apo- Aib

81 W + 24 uM Apo-Aib
W + 80 uM Apo-Aib
-
el [T
@)
|
I
S 41
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py—
=
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<
0

Fig.17: Saggio dell'attivita di LCAT in presenzatdipt e
Apo-Aib. L’attivita di LCAT é stata testata conugo di
un proteliposoma contenente colesterolo triziato,
fostatidilocolina e Apo Al. L'attivita basale (barbianca)
e stata misurata anche in presenza di 1 uM Hptabar
rossa) e in presenza di 1 M Hpt e Apo-Aib a digers
concentrazioni (8 UM barra grigio chiaro, 24 pMrhar
grigio scuro, 80 uM barra nera). Ogni campioneaéost
analizzato in triplicato e le barre indicano ilmad di DS.

4.8 Interferenza di Apo-Aib sul legame Hpt-Hb.
Un altro esperimento importante, in cui testare Ao, € I'analisi di

competizione con Hb, immobilizzata su piastra, peEipt.
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L’'importanza di questo saggio € dovuta al fatto dhpeptide in
nessun modo deve interferire in questo legame chéta essere
indispensabile per I'organismo (vedi introduziorse.[1.8). |l peptide
e stato testato a tre diverse concentrazioni (8¢ B30 uM), e non
sembra essere in grado di modulare l'interazioaeHpt e Hb. In
effetti anche quando nelle miscele e stato aggiuingeptide, Hpt ha

interagito preferibilmente con Hb legata su piastra
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Fig. 18 : Spiazzamento di Hpt da Hb con il pepige-
Aib. Aliquote di peptidi Apo-Aib a diverse conceationi
(8, 24, 80 uM) sono state analizzate per la lopacaa di
interferire con il legame tra Hpt e Hb. | dati soTmortati
come percento del valore ottenuto dall'incubazideka
sola Hpt (barra nera).Ogni campione e stato arahzn
triplicato e le barre indicano il valore di DS.

4.9 Spiazzamento di Hpt da HDL con Apo-Aib.

Nell’'ottica di confrontare le proprieta del peptidpo-Aib con quelle
di P2a, € stato esequito I'esperimento di spiazntorgi Hpt da HDL
immobilizzate su piastra. Alle concentrazioni plteahe sono state
testate (80 uM) il peptide Apo-Aib ha spiazzato Hipt dalle HDL,
rispetto al P2a. Cio costituisce un ulteriore prdedla interazione di
Apo-Aib con Hpit.
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Fig. 19 : Spiazzamento di Hpt da HDL con il peptig®o-
Aib. Aliquote di peptidi Apo-Aib e P2a, a diverse
concentrazioni, sono state analizzate per la lapacita di
interferire con il legame tra Hpt e HDL. AliquoteHipt
(50 ul), precedentemente incubate con P2a o Apo-Aib ( 8,
24, 0 80uM), sono state incubate in pozzetti, nei quali
erano state precedentemente immobilizzate le HDiti- A
Hpt IgG di coniglio e GAR-HRP IgG sono stati ugaer
rivelare Hpt legata alle HDL. L’'ammontare degli
immunocomplessi e stata determinata misurando
I'assorbanza a 492 nm. | dati sono riportati come@nto
del valore ottenuto dall'incubazione della sola Krra
con linee orizzontali). Ogni campione é stato aazalio in
triplicato e le barre indicano il valore di DS.

4.10 Spiazzamento di Hpt da HDL con Apo-Aib su lpas.

Nell'ottica di proporre Apo-Aib come un potenziabandidato per
trattamenti antiaterosclerotici, e quindi per vieafe gli effetti della
sua azione in vivo, abbiamo cominciato a pensanenadstruttura che
sia capace di veicolarlo nell'organismo. Molti faon al giorno
d’oggi, sono veicolati da liposomi (Benson, 200)jndi, anche noi
abbiamo legato il peptide Apo-Aib ad un liposomiiiaiale. Questo
peptidosoma € stato testato nel saggio di legamdpadiando esito

positivo (dato non mostrato) ed e stato testatto regdiazzamento di
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Hpt da HDL. Lo spiazzamento prodotto dal peptidososh puo
osservare in figura 20.

100 - L
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Hpt legata alle HDL (%)
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Hpt Apo Al Peptidosoma
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Fig. 20 Spiazzamento di Hpt da HDL con il peptide Apo-
Aib lipidato. Aliquote di Apo-Aib lipidato, a divee
concentrazioni, sono state analizzate per la lapacita di
interferire con il legame tra Hpt e HDL. AliquoteHipt
(50 ul), precedentemente incubate Apo-Aib lipidato (4,5
3 uM), sono state incubate in pozzetti nei quali erstate
precedentemente immobilizzate le HDL. Anti-Hpt IdG
coniglio e GAR-HRP IgG sono stati usati per rivelatpt
legata alle HDL. L’'ammontare degli immunocomplessi
stato determinato misurando I'assorbanza a 492 dati
sono riportati come percento del valore ottenuto
dall'incubazione della sola Hpt (barra verde).Ogni
campione e stato analizzato in triplicato e le dardicano
il valore di DS.

4.11 Legame di Hpt ad una specifica sequenza di Bp Taglio

proteolitico con trombina.

La digestione di Apo E con trombina produce duenfreenti primari

(dal residui 1- 191 e 216-299). Questi frammentiosstati separati, in
condizioni denaturanti e riducenti, e, dopo il feasnento su
membrana di PVDF, sono stati incubati con Hpt.ill grande dei
frammenti da trombinolisi & stato rilevato da ampe anti-Hpt (Fig.

21).
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Fig. 21 : SDS-15% PAGE e Immunoblotting di framment
derivati da digestione di ApoE con trombina. Campat 100
Mg di Apo E in 4Qul sono stati caricati sul gel. Le proteine
sono state frazionate con SDS-PAGE e colorate comfassie
R250 (dal tracciato 1 al 3), o trasferite su memérdi PVDF
per essere rilevate con anticorpi di coniglio &fpt-19G and
HRP-GAR (tracciati 4 and 5). Tracciato 1. ApoE; daiato 2:
ApoE digerita con trombina; Tracciato 3: Hpt; Triatc 4:
ApoE, dopo blotting e I'incubazione della membrana Hpt;
Tracciato 5: Hpt , dopo blotting e I'incubaziondlde
membrana.

4.12 Legame di Hpt ad una specifica sequenzadiBA: Taglio con
CNBr.

La frammentazione di Apo E con CNBr produce un nanstevato di
peptidi. Questi peptidi sono stati separati, indipioni denaturanti e
riducenti e, dopo il trasferimento su membrana \ADP, sono stati
incubati con Hpt. In seqguito, i complessi tra paipé Hpt sono stati
rivelati con anticorpi anti-Hpt (Fig. 22). | peptidono stati poi
analizzati per spettrofotometria di massa, la queedentificato le
sequenze amminoacidiche 65-272 e 68-272. Sulla diageesti dati,

53



in aggiunta a quelli esposti nel paragrafo prectegersembra
ragionevole affermare che la regione di legame @, Idu Apo E, e

localizzata nella sequenza che va da D65 a R191.

Coomassie staining Immunoblotting
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21kDa— w»
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Fig. 22 : SDS-18% PAGE e Immunoblotting di framnient
derivati da digestione di ApoE con CNBr. Campioni@d0 ug
di ApoE in 40ul sono stati caricati sul gel. Le proteine sono
state frazionate con SDS-PAGE e colorate con Cosimas
R250 (dal tracciato 1 al 5), o trasferite su memérdi PVDF
per essere rilevate con anticorpi di coniglio apt-1gG and
HRP-GAR (tracciati 6 and 7). Tracciato 1: Hpt; Toiato 2:
Hb; Tracciato 3: Apo E; Tracciato 4: Apo E digeitan CNBr;
Tracciato 5: ApoE digerita con CNBr (maggior cost;
Tracciato 6: Hb, dopo blotting e I'incubazione dethembrana
con Hpt; Tracciato 7: Hpt legata a frammenti di Epdopo
blotting e I'incubazione della membrana con Hpt.
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4.13 Legame di Hpt ad una specifica sequenza di ApdJ&a di
peptidi mimetici di Apo E per mappare il sito dgéme tra le due
proteine.
L’intera sequenza D65-R191 e stata divisa in nogptidi che si
sovrappongono parzialmente, e che sono stati caniadja biotina
(Fig. 23).

—> DETMKELKAYKSELEEQLTPVAEETRA

—> EEQLTPVAEETRARLSKELQAAQARL

—> RLSKELQAAQARLGADMEDVCGRLVQY

—> VCGRLVQYRGEVQAMLGSTEELRVRL

—> GSTEELRVRLASHLRKLKRLLRDAD
—) LASHLRKLRKRLLRDADDLQKRLA
—> LRKRLLRDADDLQKRLAVYQAGARE

— DADDLQKRALVYQAGAREGAERGLSA

—> REGAERGLSAIRERLGPLVEQGRVR

Fig. 23. La sequenza amminoacidica di Apo E dal
residuo D65 al R191 e rappresentata dalla barra
verticale sulla sinistra. Nove distinti peptidi ckie
sovrappongono alla sequenza (barre nere), sono stat
sintetizzati.

| peptidi biotinilati, denominati da PE1 a PE9, smtati testati per la
loro capacita di legare Hpt dopo essere stati imizahti su fase
stazionaria, cioe su piastre ELISA, ed e stataaumatina-HRP per la
rivelazione (dato non mostrato). | peptidi, in wlBcendo momento,
sono stati lipidati, seguendo la stessa procedsedauper lipidare
Apo-Aib, e testati nel saggio di spiazzamento dit lda Apo E
immobilizzata su piastra. Lo spiazzamento prodad&iopeptidi lipidati
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si pud osservare in figura 24. | peptidi si cont@oo in maniera
differente nell’esperimento; infatti, PE1 e PE3n(edel resto PE4,

PE8 e PE9, non mostrati in figura) non produconssneo

spiazzamento. PE2 e PE7 producono spiazzamentgperberisulta

inferiore a quello prodotto dai peptidi PE5S e PESG.

Hpt legata ad Apo E

O=1puM; O=5uM; E=25uM; B =50uM

100 -

80-
60-
40-

PE1 PE2 PE3 PE5 PE6 PE7

Fig. 24 . Competizione di peptidi mimetici di ApoE con ApoE
per il legame ad Hpt. Peptidi mimetici di Apo E (RPE2,
PE3, PE4, PE5, PE6, PE7, PES, PE9) sono statatiped
analizzati per la loro capacita di interferire ¢olegame tra Apo
E e Hpt. Aliquote di Hpt (5Ql), precedentemente incubate con
peptidosomi (1, 5, 25, o 5M peptide), sono state incubate in
pozzetti nei quali era stata precedentemente immphia Apo
E. Anti-Hpt IgG di coniglio e GAR HRP IgG sono stasati per
rivelare Hpt legata ad ApoE. L’'ammontare degli
immunocomplessi e stato determinato misurandodi@ssiza a
492 nm. Il legame di Hpt non é stato rilevato iegenza di 1
UM Apo Al. | dati sono riportati come percento delare
ottenuto dall'incubazione della sola Hpt (barra toee
orizzontali). Ogni campione e stato analizzataiplitato e le
barre indicano il valore di DS. | valori delle coetizioni con
PE4, PES, e PE9 erano molto simili a quelli ottecon PE1, e
non sono stati riportati in figura.
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5. DISCUSSIONE

Molte sono le ricerche che hanno come obiettivisaliare molecole e
composti che siano in grado di migliorare il megsam di trasporto
inverso del C, al fine di prevenire e curare madatardiovascolari. In
guesta ottica si inquadra il nostro sforzo neknca di molecole che
possano essere usati come potenziali farmaci erdsdlerotici.
L’approccio della nostra ricerca ha avuto come dglrs una proteina
plasmatica Hpt. Quest’ultima e una proteina chégevmolte funzioni
fisiologiche tra le quali il recupero di Hb fuoraig da i globuli rossi
in seguito a fenomeni di emolisi fisiologica (Laoigl e Delanghe,
1996). Inoltre, Hpt lega Apo Al e Apo E due lipofime essenziali
nel meccanismo del trasporto inverso del C in cuacafattori
essenziali dell’'enzima anti-aterosclerotico LCATugto legame, in
effetti, € molto importante in condizioni fisioladjie perché protegge
entrambe le proteine da eventuali danni ossidatwisati da ROS.
Queste ossidazioni danneggiano la struttura ditgug®proteine e le
rendono incapaci di stimolare efficientemente LC{SRlvatore et al.,
2009).

In condizione di inflammazione, quando la concentree di Hpt
aumenta notevolmente, le lipoproteine non riescenctimolare
efficacemente LCAT e, quindi, viene recuperato m€ndalle cellule
periferiche dell’organismo sotto forma di CE (Caglo et al., 2005 ;
Spagnuolo et al., 2005). L'accumulo di C, nel plas® alla base di
tutta una serie di fenomeni che possono portaee falimazione di
placche aterosclerotiche con conseguenze molto odannper
I'organismo.

Hpt influenza notevolmente [lattivita di LCAT in ursaggio

enzimatico in vitro. Il peptide P2a é capace diategHpt e di
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annullare I'effetto inibitorio di quest’ultima nshggio sovra descritto
(Spagnuolo et al., 2005).

In questo contesto si inquadra la nostra attivitéiagrca, che ha lo
scopo di migliorare il peptide P2a per renderlo fildzionale nel
legare Hpt e nel contempo di trovare nuove moleapaci di
svolgere lo stesso tipo di funzione.

P2a e costituito da 24 amminoacidi della sequen2pa Al, da L141
a A164. Abbiamo cercato di ridurre il numero di amoacidi di P2a
in modo da rendere meno costosa la produzione ejgide. | due
peptidi prodotti P144-157 e P144-155 sono statatesel saggio di
legame ad Hpt, ma la loro capacita di legame sin®strata molto
inferiore rispetto a quella del P2a. L'eliminaziondi alcuni
amminoacidi alla estremita della sequenza si dataeuna strategia
non praticabile, in quanto si tratta di amminoaatie giocano un
ruolo primario nel legame di P2a a Hpt.

L’approccio biochimico successivo ha portato aliatesi di dieci
peptidi. Ognuno di essi, rispetto al P2a, presentav amminoacido
sostituito con un’alanina. Alcuni di questi sonmlta piu efficienti di
P2a nel legare Hpt. In particolare, la sostituziode alcuni
amminoacidi carichi (E, R) con alanina (amminoaaieoitro) sembra
aumentare la capacita del P2a di legare Hpt. lettefi peptidi per
essere considerati piu funzionali del P2a devormersue altri test
biochimici, tra i quali I'esperimento di spiazzanerli Hpt da HDL
immobilizzate su piastra. In questo esperimento,Adf-scan non
hanno pero confermato i risultati del legame dxet il P2a si e
dimostrato piu capace di spiazzare Hpt legataHilé mediante Apo
Al o0 Apo E. Per dare una spiegazione a questo @giparentemente
in contraddizione con le nostre teorie, abbiamdizgato che i peptidi

interagissero con le HDL. Per confermare la nogtodesi abbiamo
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effettuato un esperimento di legame diretto dettigeplle HDL. In
effetti abbiamo riscontrato un‘interazione tra dueeptidi e HDL
magagiore rispetto a quella del P2a e nell’esperimdnspiazzamento
il risultato €& stato falsato in quanto della corarione totale di
peptide usata nel saggio, solo una parte era raetntesponibile per
legare e spiazzare Hpt dalle HDL.

Per superare questo problema abbiamo cambiatcsteargirategia. In
effetti il peptide P2a €& stato analizzato per la stapacita di
strutturarsi in maniera fisiologica, dando esitgateso. Questa volta
le modifiche della struttura di P2a sono consigtg#'inserimento di
un gruppi ammino-isobutilici (Aib) e alanine nel pbele. Questa
modifica e tale da far assumere al peptide moddi¢Apo-Aib) una
struttura ad alfa elica che lo rende piu stabilgeptide Apo-Aib e
stato testato nel saggio di legame ad Hpt e sva@atio molto piu
funzionale di P2a a tutte le concentrazioni saggi&iamo passati
quindi a testare Apo-Aib nel saggio di attivitaLd@@ AT in presenza di
Hpt. Anche in questo caso, il nostro peptide modth si &€ dimostrato
capace, sebbene alle piu alte concentrazioni ¢égstit annullare
I'effetto inibitorio di Hpt sulla produzione di CHa parte di LCAT.
L'ulteriore test biochimico a cui abbiamo sottomosipo-Aib e stato
lo spiazzamento di Hpt da Hb immobilizzata su padt’esperimento
in questo caso € fondamentale perché in nessun thpdptide deve
interferire con la capacita di Hpt nell'espletai@ $ua maggiore
funzione fisiologica cioé quella di legare Hb liaerel plasma a causa
di fenomeni di emolisi fisiologica. Anche quest@e&smento ha dato
esito positivo in quanto il legame Hpt-Hb, di permolto forte, non
viene minimamente influenzato da Apo-Aib, anche atincentrazioni
piu elevate di peptide usate. Non ci rimaneva eltate Apo-Aib nel

saggio di spiazzamento di Hpt dalle HDL, saggiocin avevano
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fallito gli Ala-scan. Nel confronto con P2a Apo-Ag € dimostrato
superiore nello spiazzare Hpt dalla HDL, sebberle piu alte
concentrazioni testate (80 uM). Nel progettare tan sviluppi
futuri, non potevamo tener conto del fatto cheepfde in quanto tale
difficilmente pud essere iniettato in un animale delto. Questa
osservazione deriva dal fatto che il peptide deweep persistere
nellanimale un tempo sufficiente per espletaresia funzione. In
realta e possibile, che date le sue dimensiopgptide veicolato in un
animale modello venga facilmente espulso attravérsene. Quindi
abbiamo pensato di realizzare un peptidosoma, g struttura
lipidica sulla quale il peptide possa essere legatonodo da risultare
piu resistente alle proteasi e piu difficiimentguwso attraverso il
rene. |l peptidosoma ha mantenuto inalterata lactpdi legare Hpt
e di spiazzarla apprezzabilmente dalle HDL. Inolire miglioramento
sensibile e stato riscontrato nell’esperimentopitizzamento. Questo
miglioramento e dovuto al fatto che € stata usata guantita di
peptide lipidato sensibilmente minore rispetto gliantita di Apo-Aib
non lipidato, per ottenere la stessa percentuapidzzamento.
Contemporaneamente allo sviluppo di Apo-Aib, ablmsseguito una
strategia diversa, con lo stesso fine di trovarsviéuppare nuove
molecole in grado di migliorare RCT.

Hpt lega Apo E (Salvatore et al., 2009). Abbiamocat di sfruttare
nel miglior modo questa informazione al fine dMaice altre molecole
in grado di legare Hpt. Apo E é formata da 299 amoacidi, nel
tentativo di mappare il sito di legame, il nostmmm esperimento e
consistito nell’'effettuare un taglio proteoliticelth proteina mediante
'uso di trombina. Quest’enzima nella sua aziorsewlitica, produce
due frammenti 1-191 e 216-299. | frammenti, dopgseers stati

separati mediante gel elettroforesi e trasferitm@mbrana, sono stati
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incubati con Hpt. Questo esperimento ci ha permdssppurare che
Hpt lega il piu grande dei frammenti, cioe 1-191.
Nell’esperimento successivo, la proteina e stagbata chimicamente
con l'uso di CNBr, il quale produce un numero etevai frammenti.
Questi ultimi sono stati separati mediante eletiesi e trasferiti su
membrana. Hpt incubata su membrana si € legatamlriento, che
I'analisi di massa ha rivelato essere 65-272. Dgpesti esperimenti,
abbiamo ragionevolmente pensato che il sito difeg&a Hpt e Apo
E fosse situato nella regione D65-R191.

Il sito di legame tra Hpt e Apo E € stato mappagxigamente usando
peptidi sintetici, mimetici di Apo E. In effetti so stati sintetizzati
nove peptidi che coprissero l'intera sequenza D®&S1R Data la
prospettiva interessante aperta dall'esperimemntdatbo con Apo-Aib
su liposoma e la possibilita di poter veicolareeptidi in organismi
modello, i peptidi mimetici di Apo E sono statiitiati e utilizzati per
spiazzare Hpt da Apo E immobilizzata su pozzettgeptidi piu
efficaci sono risultati essere PE5 e PE6. Cio o si ha dato la
possibilita di assegnare il sito di legame tra Elgipo E, che quindi
ricade nella zona della sequenza coperta dai dotdpéche in verita
parzialmente si sovrappongono), ma ci ha permessavele due
nuove molecole, in aggiunta ad Apo-Aib, da testaresperimenti in

Vvivo come nuovi farmaci antiaterosclerotici.
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6. PROSPETTIVE

| nostri programmi futuri prevedono l'ulteriore Byppo di questi
peptidi, di cui abbiamo studiato la funzione biotagin esperimenti in
vitro.

Uno step successivo prevede l'utilizzo dei pepiidesperimenti in
VIVO Su topi.

Infatti i topi costituirebbero un ottimo modello st testare le
funzioni biologiche dei peptide. In letteratura godescritti molte
metodiche per indurre in un topo uno stato di mfizazione. Si
possono adoperare tra I'altro numerosi agenti mmfieatori. In queste
condizioni, risulta ampiamente descritto che lacemtrazione di Hpt
nel plasma aumenta notevolmente e limita I'azionedl@QAT nel
recupero del C dalle cellule periferiche dell’orgpamo.

Sono queste le condizioni nelle quali potrebbe resstato uno dei
peptidi individuato dal nostro gruppo di ricerca.

La nostra preferenza cadrebbe nell'iniettare iltjgiepconiugato ad un
liposoma in modo da impedirne la fuoriuscita daffanismo
attraverso il rene. Dopo prelievo del plasma dgai, tdovremo valutare
il suo effetto sul ripristino dell’attivita di LCATper confermare

I'ipotesi di partenza della nostra ricerca.
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ABBREVIAZIONI

Ox-LDL = LDL ossidate

Apo A-l = apolipoproteina Al

Apo E = apolipoproteina E
ABCA1=ATP-binding cassette Al

ACAT = AcilCoA-colesterolo aciltrasferasi
BSA = albumina bovina

C = colesterolo libero

CE = estere del colesterolo

ELISA = saggioenzimatico immunologico
Hb = emoglobina

HDL = lipoproteine ad alte densita

HMG-CoA reduttasi = 3,idrossi-3,metilglutaril-Coenzima A redattasi

Hpt = aptoglobina

ICAM-1 = molecola-1 di adesione intercellulare
IDL = lipoproteine a densita intermedia

IL-1, IL-6 = interleuchine 1 e 6

LCAT = lecitina-colesterolo acil-transferasi
LDL = lipoproteine a bassa densita

LTP I, LTP Il = proteina di trasferimento dei lipidi (I, 1)

PDGF = fattore di crescita derivato dalle piastrine
PKC = protein chinasi C

PLTP =proteina di trasferimento dei fosfolipidi
ROS = specie reattive dell’ossigeno

RTC = trasporto inverso del colesterolo

SR = recettore spazzino

TBS = Tris Buffer Salino (cioeé con NaCl)

TLC = thin layer chromatography (cromatografia su eteatttile)

TNF = fattore di necrosi tumorale
VCAM-1 = ICAM specifica del tessuto vascolare
VLDL = lipoproteine a densita molto bassa
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