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SOMMARIO

L’asma é ancora oggi una patologia ad alta incidesutla popolazione.

Si calcola che circa 300 milioni di persone induttmondo ne siano affette ed é
stato previsto un ulteriore massiccio incrementoyutio prevalentemente alla
forte industrializzazione di paesi in via di svihg(48).

L’asma ha una fisiopatologia multifattoriale e cdegsa che interessa le piccole
vie respiratorie. Le principali caratteristiche ludono: broncocostrizione,
inflammazione caratterizzata dalla presenza dinedisi(il quale numero aumenta
drammaticamente nel corso degli episodi acuti) neodellamento del tessuto
polmonare (47).

Le terapie attualmente disponibili non sono ablestafficaci, infatti migliorano

I sintomi e diminuiscono gli attacchi acuti, ma noarano definitivamente la
malattia. La necessita di individuare nuove stiatégrapeutiche per 'asma € di
concreta attualita (75).

Le poli(ADP-riboso) polimerasi (PARPSs) identificanma famiglia di enzimi
nucleari ubiquitari coinvolti in numerosi procefsiologici e patologici.

Il componente maggiormente studiato, responsakil®%P6 dell'attivita € PARP-
1(@4,5,6).

Il coinvolgimento di questo enzima nella fisiopaigib di malattie quali diabete
mellito, ischemia-riperfusione, shock settico eemgico, induzione di apoptosi
ed in generali disordini dovuti a stati inflammata@cuti e cronici € ben
documentata (46). Recentemente e venuto alla ludeea un suo ruolo nell’'asma

(72). L'attivazione di PARP-1 e, principalmente atid dalla rottura del DNA a



singolo e doppio filamento causata da una variétaticholi ambientali e da
radicali liberi.

Quando l'attivazione avviene, PARP-1 € in gradpromuovere la trascrizione di
geni pro-infiammatori quali INOS (nitric oxide symatse inducile), COX-2
(cyclooxygenase-2), ICAM-1 (InterCellular AdhesioMolecole-1), IL-6
(Interleukin-6), TNFe. (Tumor Necrosis Factary e le MMPs (Matrix
metalloproteinases) e fattori trascrizionali qu8ITAT-1 e STAT-6 (Signal
Trasducer and Activator of Transcription Factors-16) (8), tutti coinvolti nel
processo asmatico. Diversi studi hanno documetad’inibizione/delezione di
PARP-1 ha effetti protettivi sull'infiammazione modelli animali di asma (72,
73, 74).

In questo studio é stato utilizzato un modellogina in vivo innovativo sul topo,
che utilizza quale agente allergizzante acaro gellaere per via intranasale, il
guale provoca una robusta inflammazione del tuitales a quella riscontrata
nell’asma umana ed in grado di indurre un rimodediato del tessuto polmonare
tipica di questa patologia (85).

Lo scopo di questo studio € di verificare, su quesbdello di asma, la capacita
protettiva nei confronti dell'infliammazione e, pda prima volta, sul
rimodellamento polmonare di inibitori noti di PARP- quali 3-
amminobenzammide e 5-isochinolinone, ed indagarsméccanismo molecolare
di tale azione.

| risultati hanno confermato il ruolo protettivoire®nfronti dell'inflammazione,
ma non hanno evidenziato effetti sulla sensitizzazi e sul rimodellamento

polmonare.



INTRODUZIONE

Poly(ADP-riboso) polimerasi-1 (PARP-1)

Circa 40 anni fa Chambon e colleghi (1) scopriroobe addizionando
nicotinammide mononucleotide ad un estratto di tiegh ratto era stimolata la
sintesi di acido poli-adenilico, in seguito ideit#to come poli(ADP) riboso
(PAR).

Questa scoperta inauguro un lungo periodo di ricerc PAR e sugli enzimi che
ne regolano il metabolismo, in particolare le (@DP-riboso) polimerasi
(PARPS).

Le PARPs rappresentano una famiglia di proteine ooa comune attivita
enzimatica (2) in grado di modificare in modo cevee, ma anche di interagire in
modo non-covalente (3), con una grande varietaademe bersaglio.

La distribuzione di questi enzimi e ubiquitarid’attivita poli-ADP ribosilasica,
stata constatata in organismi che vanno da ardeebatmammiferi, ad eccezione
dei lieviti (4).

Questi enzimi giocano un ruolo cruciale in procdsslogici, inclusi riparazione
del DNA, mantenimento dell’integrita genica, regidene trascrizionale, funzione
dei centromeri, traffico di vescicole endosomiappptosi e necrosi (5).

Nel genoma umano, ben 18 geni codificano per mewgtkgrenti appartenenti
alla famiglia di PARP (6), ma il meglio carattedta € il gene che codifica per

PARP-1. PARP-1 e un enzima nucleare di 113 kDam&bo da una sequenza di



1014 ammino acidi. E' il prototipo di questa fanmgled e anche quello
maggiormente espresso.
Si attribuisce ad esso il 95% di tutta I'attivitalipADP) ribosilante.
PARP-1 ha una struttura altamente conservata comente (fig. 1):

a) un dominio ammino-terminale legante sequenze di D¢ finger”

(DBD; 42 kDa);
b) un dominio centrale di automodificazione (16kDa);
c) un dominio carbossi-terminale legante NAghe rappresenta il dominio
catalitico (55kDA).

Una sequenza continua di 50 ammino acidi al domadtalitico € chiamata
“PARP signature” e ne costituisce il sito attivouedta presenta il 100% di
conservazione fra i vertebrati e il 92% fra tuttespecie, suggerendo il ruolo
critico di PARP-1 nelle funzioni cellulari (7).
Il dominio N-terminale legante il DNA contiene dtenc finger”, i quali sono
responsabili del legame ad esso e di alcune intengaroteina-proteina. In questo
dominio e presente anche un “sensore” per il DNAodenato nuclear-
localization signal (NLS) che contiene il sito chene riconosciuto e scisso dalle
caspasi 3 e 7 (DEVD).
Il dominio di automodificazione & centrale e comiieun segmento denominato
breast cancer-susceptibility protein carboxy (@niaus (BRCT) che &€ comune a
diverse proteine coinvolte nella riparazione del&inel ciclo cellulare.
Il frammento catalitico di PARP-1, che contienaitb attivo, si compone di due
parti: un dominio adi-elica N-terminale (NTD) che va dal residuo 667 & ed

uno C-terminale fra i residui 785 e 1.010 che idelil sito di legame per il NAD



Il cuore di questa regione consiste di cinque magamtiparallele &@-foglietto e
quattro regioni miste semprefiafoglietto. Queste due zone sono connesse da un
paio di legami idrogeno (8).

| bersagli dellattivita enzimatica di PARP-1 indlno la PARP-1 stessa, la quale
rappresenta il primo bersaglio in vivo, gli istoad una varieta di fattori di
trascrizione (7).

Il dominio di automodificazione contiene diverssidui di glutammato che sono
probabilmente il bersaglio per 'automodificaziore un motivo BRCT (Fig.1)
importante nell'interazione proteina-proteina (4).

L’attivita enzimatica basale di PARP-1 e molto lsssna e stimolata
drasticamente dalla presenza di una varieta diadtii allosterici incluso DNA
danneggiato (rottura a singolo e doppio filamenadgune strutture di DNA non
danneggiato, nucleosomi ed una varieta di proteigeado di legarsi all’enzima.

La quantita di PAR in tessuti normali varia da 20@50 ng/g del peso secco,
mentre PARP-1 puo variare da 200,000 a 1 milianeogdie per cellula. L'alta
regolazione della sua attivita enzimatica pud spiegome questa possa essere

aumentata fino a 100 volte quella del livello bag&l).
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Fig. 1
a) Rappresentazione in domini della PARP-1 umana.

La localizzazione dei moduli € indicata dal numeegli amminoacidi. Il dominio
N-terminale che lega il DNA contiene due “zinc fang i quali sono responsabili
del legame ad esso e di alcune interazioni profeioteina. La zona NLS
(nuclear-localization signal) si trova in questarilioio.
[l dominio di automodificazione e centrale e conéieun BRCT motif. Infine, il
dominio C-terminale contiene il centro catalitiadPARP-1.

b) Rappresentazione a nastro della stautienziaria della PARP-1 di pollo

con il substrato NADlegato al sito catalitico. (8)
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PARP-1 e costitutivamente espressa, ma fortemettteata dagli stimoli
sopraccitati. Quando questo avviene PARP-1 catalizdistacco di ADP-ribosio
dalla forma ossidata di nicotinamide adenin dinoiite (NAD') attraverso la
scissione del legame glicosidico fra la nicotinaengdil ribosio.

Le unita di ADP-ribosio che si formano si leganamodo covalente a residui di
glutammato e aspartato delle proteine accettrionémdo un legame estere (10).
Successivamente PARP-1 catalizza I'elongazionerartaficazione della catena
aggiungendo altre unita di ADP-ribosio del NAODQuesto genera nuovi legami
fra gruppi ossidrilici del ribosio e porta alla fieazione di polimeri che possono
raggiungere una lunghezza di 200 unita di ADP-iibason diversi punti di
ramificazione (Fig. 2) (11).

Le molecole libere di ADP-ribosio generate dalliath NAD glicoidrolasica
(NADase) della PARP-1 possono reagire anche coduiedi lisina delle proteine
a formare basi di Schiff le quali, a loro volta,spono dare ketoammine derivate
(12, 13). Quest'ultime, legandosi a proteine acceihossono essere utilizzate da
PARP-1 quali ulteriori punti di attacco per la famone di polimeri di ADP-
ribosio.

La poli(ADP) ribosilazione e un processo dinamicome indica la breve vita
media del polimero. PAR glicoidrolasi (PARG) e uBP-ribosil protein liasi
degradano il polimero: il primo scinde il legamécgsidico fra i ribosi sia della
porzione lineare che di quella ramificata, mentiecondo rimuove il legame fra
il monomero prossimale alla proteina e il ribostig(2) (14).

La regolazione di PARP-1 puo avvenire anche albwdilespressione, ma essa €
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Strutture di NAD, nicotinamide (NAm) e PAR.
PAR € un polimero ramificato sintetizzato su unatgina accettrice da PARP-1
che utilizza NAD come donatore di unita di ADP-ribosio. Le unita ADP-
ribosio della catena lineare sono legate da legglinosidici ribosio-ribosio
1"— 2’, mentre nei punti di ramificazione daydemi glicosidici ribosio-ribosio
1" —» 2"
La degradazione di PAR é catalizzata da PARG, ehattivita glicosidasica e da
una ADP-ribosil protein liasi (14a).
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principalmente regolata a livello di attivita catiah. 1| meccanismo meglio
caratterizzato per la downregolazione dell’'ativi#inzimatica avviene attraverso
la auto poli(ADP) ribosilazione, mentre la nicotimde esercita solo un debole
effetto di feedback negativo (15).

L’attivita di PARP-1 e legata alla rottura del DNha e anche modulata da
meccanismi cellulari di signalling: una via endoget inibizione dellenzima e
relativa all’attivazione della protein chinasi CK@®) (16), mentre un’altra e
legata all’attivazione della via della fosfolip&iinositolo 1, 4, 5 trifosfato (17).
Per la sua composizione chimica, il polimero getoeda PARP-1, € stato anche
definito “terzo tipo di acido nucleico”, nonostaniesuo ruolo biologico sia
considerevolmente molto meno compreso rispetto & ENRNA. L’eterogeneita
del polimero (fino a 200 unita di ADP-ribosio nellsnghezza lineare e diversi
punti di ramificazione di 20-50 unita ciascuno) heobabilmente un ruolo
determinante per le funzioni in vivo. Certamentéedame di un polimero cosi
grande, caricato negativamente, ad una proteir@hseguenze profonde come é
stato dimostrato da diversi studi (18, 19).

Ogni residuo del polimero di PAR contiene una ad&rmn grado di funzionare da
base e contrarre legami idrogeno e due gruppitmsfricati negativamente (20).
PAR puo formare diverse strutture attraverso iziera intramolecolari ed ha la
potenzialita di interagire tramite interazioni ncovalenti, attrattive o repulsive,
con altre molecole (21, 22).

Quindi il polimero catalizzato dall’attivita di PARL puo alterare l'attivita delle
proteine bersaglio agendo o come modificazione leot& sito-specifica o

legandosi ad altri siti allosterici della proteimariandone la conformazione o,
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ancora, agendo come blocco sterico. Ad esempioibiiione dell’attivita di
PARP-1 dopo il legame al DNA attraverso l'auto P®DP)-ribosilazione puo
essere il risultato di effetti sterici del polimeoodella repulsione dovuta alle

cariche negative di questo (18).

Fisiologia e fisiopatologia di PARP-1:

L’alto grado di conservazione filogenetica di PARPe la sua presenza,
praticamente in tutte le specie, pud essere urcatmte di importanti ruoli
fisiologici della poli(ADP)-ribosilazione. Una chia funzione fisiologica e stata
identificata con I'effetto protettivo che PARP-1ofye nella sopravvivenza
cellulare e nel mantenimento dell’integrita geni@g, 24)

Numerosi studi, utilizzanti diverse strategie peribizione di PARP-1 , hanno
stabilito il significativo contributo di quest’emmr alla sopravvivenza cellulare in
condizioni di stress (agenti alchilanti/ossidantradiazioni ionizzanti)
attribuendogli il nome di “fattore di sopravviverizg25) Questo & stato spiegato
con il coinvolgimento di PARP-1 nel processo di DNbase-excision repair
(BER), la via utilizzata per la rimozione di piceddone danneggiate di DNA.

C'e una chiara evidenza che la poli(ADP)-ribositeis protegge contro
I'instabilita genica. Il meccanismo, lungo la via slegnalazione del DNA
danneggiato, implicherebbe la formazione di legaom-covalenti di poli(ADP)-
ribosio a proteine specifiche quali p53, p21, DNgfasi 11, DNA polimerasi, NF-
kB, INOS, telomerasi, ecc. (26) A riprova di cieerso che la regione legante
poli(ADP)-ribosio si sovrappone con diversi impotiadomini funzionali di

gueste proteine.
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Un altro ruolo fisiologico di PARP-1 e la sua afdila regolare la trascrizione. In
questo processo sono tre i meccanismi coinvoltmdelificazioni degli istoni da
parte di PAR, la regolazione della metilazione D&IA e la partecipazione di
PARP-1 in complessi trascrizionali leganti prombto

Nel primo la poli(ADP)-ribosilazione conferisce whre negative agli istoni e
questo porta ad una repulsione elettrostatica 8\, Dn questo modo la struttura
cromatinica si svolge rendendosi accessibile alptesso trascrizionale basale (8).
Nel secondo meccanismo, PARP-1 lega la DNA-meti#tfierasi-1, che € un
enzima chiave nella metilazione del DNA ed un ratiwk dell’espressione genica.
Questo legame inibisce I'attivita delle DNA-metitisferasi. (27)

Nel terzo meccanismo, sono state descritte divateeazioni funzionali con varie
proteine non-istoniche. Ad esempio, PARP-1 semlgiee acome co-attivatore
trascrizionale durante I'attivazione di NF-kB. Nerben chiaro se la modulazione
dell'attivita trascrizionale di NF-kB, mediata daPARP-1, sia dipendente
dall'attivita catalitica dell’enzima o solo dallaias presenza fisica nella regione
promotrice del gene. (28, 29) Queste interaziomoscomunque dipendenti dal
tipo cellulare, dal modello sperimentale e dagnsti utilizzati.

I meccanismi coinvolti nella regolazione dell’'attaione di NF-kB possono
includere la poli(ADP)-ribosilazione diretta o legolazione dei livelli di attivita
istonacetiltransferasica, di p300 e CBP, anch'essittivatori di NF-kB.

PARP-1 e anche richiesto per I'attivazione di dkttori di trascrizione, relativi al
processo inflammatorio, quali AP-1, AP-2, TEF-1;5Y1 e STAT-1. (8, 30)
PARP-1 potrebbe regolare l'attivazione di questtiofa trascrizionali agendo da

co-attivatore oppure stimolando o inibendo I'atAvdei fattori trascrizionali che
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si legano al DNA. Ancora, puo reclutare promotairiget attraverso interazioni
con fattori che legano il DNA o, in altri contestiontrarre direttamente legami
con regioni promotrici sul DNA. (30)

L’identificazione di geni regolati da PARP-1 e atattenuta attraverso DNA-chip
technology. Si é visto che nei fibroblasti wild-&ymonfrontati con fibroblasti
deficienti per PARP-1, 91 su 11.000 geni sono taguespressi in modo diverso
(31), confermando il ruolo di questo enzima comegol&tore basale della
trascrizione. Anche l'espressione di IL-6, ICAM-INF-a, COX-2 e iNOS e
risultata inferiore, nelle cellule gliali, in asgendi PARP-1 (32).

Il polimero PAR e PARP-1 automodificata sono staivati interagire in modo
non-covalente con il proteosoma 20S (33). L’intema& richiede lunghi polimeri
di ADP-ribosio e causa una specifica stimolazioe# attivita peptidasica del
proteosoma (34, 35). A dimostrazione di cio sigoviche I'incrementata attivita
del proteosoma nelle cellule sottoposte a stresislats/i € abbassata in presenza
di PARP-inibitori (8). Quindi, é stato proposto oemrulteriore possibile
meccanismo di difesa cellulare, oltre quello tramhale che interviene sul DNA,
la degradazione degli istoni danneggiati da stressidativi da parte del
proteosoma attivato.

Le funzioni protettive di PARP-1 sono state ancbeeatate all'invecchiamento e
alla longevita, infatti si e visto un ruolo di qte®nzima nel mantenimento della
lunghezza dei telomeri (36).

PARP-1 e stato anche correlato all'apoptosi eradlzosi.
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Durante I'apoptosi PARP-1 € il substrato per lepeas7 e 3 che lo scindono in
due frammenti: p89 e p21. La scissione inattivadima, quindi € piu appropriato
considerare PARP-1 un marker di apoptosi piuttoeoun effettore. (37)

In effetti, la scissione e la conseguente disatiovee di PARP-1, in questo
contesto, prevengono la sua attivazione massida&@nseguente crisi energetica,
permettendo cosi alla cellula di mantenere enesgféiciente per completare i
processi apoptotici. (38)

In contrasto alle funzioni citoprotettive e di réagmone cellulare, I'attivita
massiccia di PARP-1 puo portare alla morte celuktraverso una irreversibile
deplezione di NAD e ATP. Se questo avviene sempre come necrosi @ilde
includere apoptosi non e ancora chiaro. La mortkulaee dovuta ad una
eccessiva attivazione di PARP-1 é stata ossermativerse linee cellulari quali
cellule B-pancreatiche, neuroni, miociti cardiéionociti e cellule renali dei tubuli.
Lo stimolo iniziale sembra essere una eccessivdugione di NO che forma
perossinitrito, il quale € uno dei principali agemtssidanti implicati nel
danneggiamento del DNA che porta come conseguenizattivazione massiccia
di PARP-1. (39, 40)

L’attivazione di PARP-1 contribuisce a diverse ferdi danno da riperfusione nel
cuore e nel cervello (41, 42) e, in generale, negjani dove avviene un episodio
ischemico. Nella fase acuta della malattia PARRitga condurre alla morte per
necrosi, mentre successivamente attiva varie vienfikmmazione tramite la
trascrizione di geni pro-inflammatori.

Il ruolo dell’attivazione di PARP-1 e stato dimadty anche in diversi modelli

sperimentali di inflammazione quali lo shock endstoo, l'artrite, la colite, lo
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shock circolatorio e I'inflammazione polmonare.daesto caso il meccanismo é
probabilmente relativo alla trascrizione di genfiammatori, di proteine di
adesione e alla perdita dell'integrita endoteliat@involti nel processo

inflammatorio. (43, 44, 45)
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Tab.1 Ruoli fisiologici e patofisilogici della formaziendi poli(ADP)-ribosio (46).

Fisiologia
 Riparazione del DNA (BER) e

resistenza allo stress genotossico.

e Segnalazione di danno al DNA.

» Regolazione della stabilita genomica
in cellule sotto stress genotossico.

* Regolazione trascrizionale.

» Stimolazione delle funzioni dei
proteosomi nucleari.

* Invecchiamento e longevita

Patofisiologia
+ Diabete mellito.

* Danno da ischemia-riperfusione in
cervello,cuore, reni e intestino.

e Shock emorragico e settico.

* Malattie inflammatorie acute e
croniche.

*« Asma
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Asma e PARP-1

L’asma e definita una malattia cronica di origingfiammatoria delle vie
respiratorie, associata al reclutamento di cellul@Bammatorie nel tessuto
polmonare con conseguente sviluppo di sintomi @liguali: ansimazione, respiro
breve, oppressione al petto e tosse (47).

L’incidenza di questa patologia € progressivameatenentata negli ultimi
decenni nella maggior parte dei paesi industriatizinfatti, 'asma sembra essere
strettamente associata allo stile di vita occidengaalla urbanizzazione: aspetti
questi, che interesseranno anche i paesi in viaviluppo nei prossimi due
decenni.

Circa 300 milioni di persone in tutto il mondo soffo di asma e si stima che altri
100 milioni si ammaleranno entro il 2025. Le m@rr asma all’anno sono circa
uno ogni 250 malati e in termini di sintomi cranicioé di “invalidita”, questa
patologia si colloca tra il diabete e I'artrite {48

L’asma allergica € una malattia caratterizzata staunione delle vie aeree che
causa difficolta respiratorie e, nei casi piu gramorte per asfissia. L'ostruzione
delle vie respiratorie € mediata da vari fattogerresponsivita dei bronchi,
secrezione di gliproteine, debris inflammatorio qotio dalle goblet cells e da
altre cellule, edema e gonfiore delle pareti regpiie.

Gli ultimi studi hanno messo in luce due principaleccanismi immuni che
portano all’'ostruzione delle vie aeree nell'infiamzione allergica. In entrambi i
casi, gioca un ruolo determinante la presenza p&hgne di un particolare
sottotipo di cellule T helper, cioe le T helpertgio 2 (Th2). Le cellule Th2

secernono un repertorio di citochine caratteristbe include l'interleuchina 4
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(IL-4), IL-5, IL-9 e IL-13, tutte contribuiscono lal manifestazione allergica
inflammatoria e alla malattia.

Il primo meccanismo porta ad una risposta immediat#persensibilita di tipo 1
che é mediata dalle immunoglobuline E (IgE), ampcgrodotti dalle cellule B
attivate da IL-4. Le IgE circolanti sono catturatkai recettori per le
immunoglobuline presenti sulle cellule effettrimimuni quali mast cells/ basofili,
eosinofili e altre cellule delle vie aeree. L'inéancon I'antigene induce il cross-
linking del recettore, I'attivazione cellulare, @egranulazione delle suddette
cellule e il rilascio di una varieta di molecoldéi@ammatorie (49).

Il secondo meccanismo noto come risposta da ipgisbia di tipo 4 € mediato
dalle citochine IL-4 e IL-13 (50, 51). Entrambe gigecitochine, ma soprattutto
IL-13 agiscono direttamente sulla muscolaturadiscisull’epitelio delle vie aeree
aumentando la produzione di glicoproteine, il remfoento di eosinofili e
provocando l'iperresponsivita tessutale. E' not@ dh4 e IL-13 utilizzano lo
stesso complesso recettoriale (52, 53, 54), nellparte intracitoplasmatica sono
legati membri della famiglia delle Janus chinagiK) i quali sono responsabili
della attivazione del signal trasducer and activatdrascription-6 (STAT-6) (55,
56, 57, 58, 59, 60).

La persistenza dell’ inflammazione associata ad prelisposizione genetica
porta al rimodellamento del tessuto polmonare cbesiste in cambiamenti
strutturali delle vie aeree come ipertrofia e ipes@ delle cellule muscolari lisce,
ispessimento e fibrosi della membrana sub-epigligkerplasia delle goblet cells,
deposizione di collagene sub-epiteliale e ispessindell’epitelio delle vie aeree

(75).
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Le cellule Thl e Th2 si sviluppano da uno stessymsore, il linfocita CD%
nave.

La differenziazione di tipo Th2 avviene in rispostd allergeni ambientali
attraverso cellule presentanti I'antigene attivateotto I'influenza di IL-4 (64). |
linfociti Th2 attivati producono IL-4, IL-13 e IL-®Ehe sono responsabili della
produzione di IgE dalle cellule B, dell'attivazioree del reclutamento degli
eosinofili e della produzione di muco (64).

La differenziazione delle cellule Thl invece aveein risposta a stimoli
microbici ed é sotto l'influenza di IL-12. (Fig..4)

E’ stato supposto che la ridotta esposizione miceolmelle prime fasi di vita
guida alla polarizzazione del sistema immunitagose una risposta di tipo Th2
allergica, anziché di tipo Thl (63, 64,65).

L’incrementata prevalenza dellasma nei paesi itrilzzati negli ultimi anni
(61) suggerisce che il miglioramento delle condiziggieniche e il miglior
controllo delle infezioni paradossalmente hannotgtorad un incremento di

allergie e dell’asma (62).
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Fig. 3

Fisiopatologia dell'asma.

In seguito al contatto con l'allergene, diversdutelinfiammatorie sono reclutate
e attivate nelle vie respiratorie, rilasciando waaeta di mediatori infiammatori

che causano broncocostrizione, vasodilatazionegzene di muco, attivazione
di nervi sensoriali insieme con i cambiamenti $tmatli (remodelling) che include

fibrosi sub-epiteliale, incremento nel numero dsiveanguigni e cellule secernenti
muco e incremento dello spessore del muscolo lsmioe risultato dell’iperplasia

e dellipertrofia (76).
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La relazione fra asma e PARP-1 & emersa solo teroente.

Caratteristiche fondamentali di questa patologiaoskinfiammazione delle vie
aeree e lo stress ossidativo che ne conseguedp7, 6

L’asma & accompagnata dall’espressione di geni cduéficano per proteine
inflammatorie, citochine, recettori, molecole dieatbne quali ICAM1, VCAM,
P-selettina e dalla attivazione e up-regolazionefadfiori trascrizionali quali
STAT-1 (che e alla base della risposta di tipo TIRAT-6 (che € alla base della
risposta di tipo Th2), AP-1 e NF-kB (69) . NF-kRue fattore di trascrizione che
regola l'espressione di diversi geni coinvolti aellrisposta immune e
inflammatoria (102); la sua attivazione avvienerglale cellule devono reagire
prontamente a fattori di stress, come ad esempgispeattive dell’ossigeno
(ROS) e citochine pro-inflammatorie. Una volta \&ttdo partecipa al controllo
della trascrizione di oltre 150 geni coinvolti r@locesso infiammatorio (102)
contribuisce in modo determinante al processo gaiologico asmatico che é
caratterizzato da infiltrazione di cellule inflamto@e e conseguente rilascio di
citochine pro-infammatorie (103, 104).

In risposta agli allergeni, le cellule infammatopresenti nelle vie aeree e negli
spazi alveolari, rilasciano ROS (67, 70). | RO&sgtliati aumentano I'espressione
di fattori pro-inflammatori quali IL-8, il TNF:, RANTES ed eotassina che
promuovono ulteriormente l'infiltrazione delle adl inflammatorie (67, 70). |
ROS sono potenti induttori della rottura del DNAechausa l'attivazione di
PARP-1, come riportato sopra. Infatti la massiguantita di NO prodotta dalla

iNOS attivata nel luogo dell'infiammazione pud gge con G e formare
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perossinitrito che induce rotture del DNA e consaga attivazione di PARP-1
(71). In questo modo continua ad alimentarsi lziceee inflammatoria.

In un primo studio Smulson e collaboratori (72) dstmarono I'attivazione di
PARP-1 in topi trattati con ovalbumina. L'inibizie dell’enzima, ottenuta con un
inibitore competitivo, la 3-amminobenzamide, ridugela migrazione delle
cellule inflammatorie nel polmone e sopprimevapressione di iINOS.

Szabo e collaboratori (73), utilizzando un modetiarino simile al precedente,
ma cambiando l'inibitore (utilizzarono il PJ34, patente inibitore competitivo di
ultima generazione) notarono una diminuzione del@@lule infiammatorie
(soprattutto neutrofili) nel lavaggio broncoalveelaaccompagnato da una
diminuzione dell’espressione di alcune citochinealguTNF-a e IL-12 e
chemochine quali MIP+l

Infine, Bani e collaboratori (74) in un elegantedi¢® hanno verificato l'inibizione
di PARP-1 in un modello di asma con uso di ovallmarin guinea pig. Da questo
studio € emerso che erano notevolmente migliorali tdattamento alcuni
parametri clinici come il tempo di latenza primd/’dezio della tosse, la severita
di questa e la durata della dispnea. L'analisi orodtrica delle sezioni
istologiche mostrava inoltre un miglioramento imai di aumentata area degli
spazi alveolari.

Infine, la diminuzione della degranulazione dellasincells, dellinfiltrazione dei
granulociti e dello stress ossidativo (malonildeatt® e nitrotirosine nei polmoni)
hanno confermato I'efficacia dell’'uso di inibitati PARP-1, in questo modello

di asma.
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Fig. 4

Differenziazione dei linfociti a Thl o Th2.

La differenziazione in Th2 avviene in risposta ensti ambientali ed elminti
attraverso le cellule presentanti I'antigene sbinfluenza di IL-4. Le cellule Th2
attivate producono IL-4, IL-5 e IL-13.

Le cellule Thl differenziano in risposta all’attarane microbica sotto I'influenza
di IL-12. Queste attivate producono IFNmportante nella distruzione microbica
(66).
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Inibizione di PARP-1

L’inibizione di PARP-1 in questo studio e statdentta farmacologicamente
utilizzando degli inibitori competitivi dell’enzimguali 3-amminobenzamide (3-
ABA) e 5-amminoisochinolinone (5-AlQ) alla doseddi mg/kg e 0,5 mg/kg (73).
Questi, per I'analogia strutturale con il substraséurale (NAD), competono con
esso. La scelta di questi due composti e statatdetssenzialmente da necessita
comparative, innanzitutto fra i due composti stebgl hanno attivita di inibizione
di PARP-1 diversa fra loro, essendo di due genenadiverse (il 3-ABA ¢ il
capostipite della famiglia, mentre il 5-AlQ ¢ iufto dello studio della relazione
fra struttura e attivita anti-PARP-1 che ha portatbun composto con maggior
potenza e maggior solubilita in acqua). Inoltreyvsieva attuare un confronto
nell'utilizzo di questi due inibitori fra il modall convenzionale acuto (74) e
quello cronico ad acaro della polvere utilizzatguresto studio.

L’analisi della struttura cristallizzata di PARPebn il suo inibitore mostra che
guest'ultimo interagisce con il frammento catabitidi PARP attraverso due
legami idrogeno fra il suo gruppo lattame e la G¥& I'atomo di ossigeno della
Ser904, allo stesso modo come il substrato natM&l®* . Sulla base delle
informazioni ottenute attraverso la struttura atista € ormai chiaro che la
maggior parte dei PARP-inibitori &€ basata sul farofaro benzamide che mima il
NAD".

Il gruppo amide di questi inibitori interagisce danSer904 e la Gly863, mentre si
presume che l'anello aromatico interagisca attsaventerazionizn-t con la

Tyr907 e la Tyr896 (8).
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Struttura chimica di 3-amminobenzamide e 5-ammauowdigolinone
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MATERIALI E METODI

Animali:

Femmine e maschi di topi BALB/c di 6-8 settimanevanienti dal Charles River
Laboratoires (Montreal, Canada) sono stati ricave@tto specifiche condizioni
di sterilita e con un ciclo di 12 ore di luce/12 @i buio.

Tutti gli esperimenti descritti sono stati approvdall’Animal Research Ethics

Board della McMaster University.

Somministrazione dell’antigene:

| topi erano esposti all’estratto purificato di exaella polvere (house dust mite
HDM) proveniente da Greer Laboratoires (Lenoir, NC)

L’estratto di acaro della polvere era risospessotuzione salina (0,9% NaCl
Irrigation Solution, Baxter, Toronto, Canada) a@ goncentrazione di 2,5 mg/ml.
La soluzione cosi costituita era somministrata @pi tintranasalmente. |l

protocollo prevedeva la somministrazione dell’agig una volta al di, per 5

giorni a settimana fino a 5 settimane (Fig.2).

Somministrazione dei PARP-inibitori:

La 3-amminobenzamide (3-ABA, 100mg, purezza 99% JTpfveniente dalla

Sigma (Oakville, ON, Canada) era solubilizzata m|=di PBS a 37° C ottenendo
una soluzione madre ad una concentrazione di 2thing/

Il 5-amminoisochinolinone (5-AlQ, 5 mg) provenierda (Alexis, Svizzera) era
solubilizzato in 2 ml di PBS a 37° C ottenendo wwduzione madre ad una

concentrazione di 2,5 mg/ml.
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La 3-ABA € stata utilizzata ad una concentrazioné0dmg/kg, mentre il 5-AlQ
ad una concentrazione di 0,5 mg/kg. La modalitssalinministrazione €&, per

entrambi, intraperitoneale, una volta al di (Fig. 6
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Protocollo sperimentale utilizzato in questo stughimtocollo di 5 settimane con
HDM (zona blu) che permette di ottenere la croaiciella lesione asmatica per
poter valutare il rimodellamento polmonare. L’'HDNMaesomministrato per via
intranasale alla dose di 2,5mg/ml, mentre i PARBHiori per via intraperitoneale

alla dose di 40mg/kg per il 3-ABA e 0,5mg/kg pes4AlQ.
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Collezione dei campioni biologici e lavaggio bron@veolare (BALF):

Dopo un intervallo variabile che va dalle 24 all@ 7dre dall’ultima
somministrazione di HDM e PARP-inibitore, i topi nreano sacrificati e i
campioni biologici prelevati.

Il sangue era prelevato dalla zona retro-orbitalé siero ottenuto mediante
centrifugazione a 13.000 rpm dopo incubazione derfge intero a 37°C per 30
min.

La milza asportata e conservata in Hank’s solutien4°C.

I polmoni venivano asportati dalla cassa toracidh lavaggio broncoalveolare
eseguito con 2,5 ml di PBS. Il liquido di lavaggittenuto si aggirava intorno ai
300 pl. Dopo il lavaggio il lobo destro del polmomea asportato, posto
immediatamente in ghiaccio secco e conservato ademperatura di -80°C per
I'estrazione di RNA ed estratti nucleari, mentrdobo sinistro polmonare era
perfuso prima con formalina al 10%, conservato f#ore sempre in formalina,
infine incluso in paraffina disponibile per I'immaistochimica e le colorazioni
specifiche.

Il BALF era centrifugato ad alta velocita per pthee le cellule e queste erano
risospese in PBS. | vetrini erano preparati caytbspin (Shandon Inc., Pittsburg,
PA) a 300 rpm per 2 minuti. Quindi, dopo colorasg@on ematossilina ed eosina,

si procedeva alla conta differenziale di macrofégfpciti, neutrofili ed eosinofili.

Colture di splenociti primari:

La milza asportata e conservata in Hank’s tampo(tdBSS, Life Technologies

Inc., Burlington, Ontario, Canada) a +4°C venivautata in HBSS fresco
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attraverso un setaccio di nylon (Becton Dickinddississauga, Ontario, Canada).
Gli eritrociti venivano lisati con ACK lysis buffg0.5 M NH,CI, 10 mM KHCQ
and 0.1 nM NgEDTA-pH 7.2-7.4).

Gli splenociti isolati erano lavati due volte corB&S e risospesi in RPMI
supplementato con 10% v/v di FBS (Life Technologies.), 1% v/v L-
glutammina, 1% v/v penicillina/streptomicina e 0.4 3-mercaptoetanolo.

Le cellule venivano coltivate nel mezzo in piastte 96 pozzetti (Becton
Dickinson) in presenza o meno di.§ di HDM e ad una densita di 8X1€ellule
per pozzetto. Dopo 120 ore di coltura, il supemt&taera prelevato per la

misurazione delle citochine.

Quantificazione di citochine:

La misurazione in vitro della produzione di citaohie stata messa a punto
attraverso ELISA kit specifici per topi (R&D SystemMinneapolis, MN). E’
stata determinata la concentrazione di IL-4, IllE5]13 e IFN+. La sensibilita era

<2,1.5,7 e 2 pg/ml, rispettivamente.

Quantificazione delle IgE totali:

Un Maxi-Sorp plates a 96 pozzetti (NUNC, VWR Canlitississagua, Canada)
era ricoperto con 1Q0 di una soluzione di LO-ME-3 purificata cattura-anticorpo
(conc. 5pg/ml) (Southern Biothecnology Associates) in tampone borato pH 8.4 per
tutta la notte a 4° C.

I pozzetti cosi trattati erano bloccati con 1% BSA in PBS per 2 ore a temperatura

ambiente.
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Per la determinazione, con il metodo ELISA sono state utilizzate IgE purificate di
topo (Pharmingen, Mississagua, Canada) utilizzando come intervallo standard 7.8-
500 ng/ml.

Le IgE totali erano tilevate utilizzando un rat anti-mouse IgE (0.5 pg/ml; Southern
Biothecnology Associates) e streptavidina-fosfato alcalino come secondo reagente

(Sigma-Aldrich, Canada).

Quantificazione delle IgG-HDM specifiche:

Un Maxi-Sorp plates a 96 pozzetd (NUNC, VWR Canlab, Mississagua, Canada)
era ricoperto con 1Q0 di una soluzione di HDM (conc. 4 pg/ml) in tampone
carbonato-bicarbonato pH 9.6 (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, Canada) per tutta la
notte a 4° C. Quindji, i pozzetti ricoperti erano bloccati con 1% BSA in PBS per 2.5
ore a temperatura ambiente.

Il metodo ELISA era utilizzato per la determinazione utilizzando 4 diluizioni seriali
per ogni campione di siero preparate con il reagente diluente (0.3% BSA in PBS) e
goat anti-mouse IgG1l e IgG2a biotinilati (0.25 pg/ml; Southern Biothecnology
Associates, Birmingham AL). Le diluizioni utilizzate erano 1/20, 1/200, 1/2000,
1/20000.

Una soluzione di streptavidina fosfato alcalino era utilizzata come reagente
successivo per la determinazione delle assorbanze (Abs).

La concentrazione dell’anticorpo era calcolata con la formula: 1/(X x ODX) x 0.05,

dove X ¢ uguale al fattore di diluizione piu vicino, ma maggiore di due volte, della

OD di base e ODX ¢ la OD letta di X.
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EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay):

Gli estratti nucleari dei tessuti polmonari sonatistpreparati seguendo la
metodica descritta da Osborn e collaboratori (F6presenza degli inibitori di
proteasi: leupeptina (1@/ml), antipaina (5ug/ml), pepstatina (5.g/ml) e
fenilmetilsulfonil floruro (PMSF) (1 mM). In brevej pellet cellulari erano
risospesi in 40-50 pl di una soluzione ipotoni@ (i) contente gli inibitori delle
proteasi che provoca lisi delle membrane plasmati¢thcampioni cosi trattati
sono incubati in ghiaccio per 10 minuti, mescolaiocemente e centrifugati a
4000 rpm per 10 minuti a 4°C per la sedimentazidee nuclei. Dopo una
accurata rimozione del supernatante, i pellet rmucleenivano risospesi a 4°C per
15 minuti in10 pl di una soluzione ipertonica (Bbaddizionata di inibitori delle
proteasi, che permette la fuoriuscita delle praemicleari. La sospesione era
continuamente agitata manualmente, quindi sottapmstentrifugazione a 16.400
rom per 30 minuti a 4°C. Il supernatante contendet@roteine nucleari era
prelevato e conservato a -80°C.

Il protocollo dellEMSA €& stato eseguito come désarda Colasanti e
collaboratori (78). Brevemente, da cinque a dieicrogrammi di estratti nucleari
sono stati incubati per 15 minuti a temperaturaiantb con 2-5 X 1bcpm di un
oligonucleotide a doppia elica marcato ¢éR-y-ATP, contenente la sequenza di
DNA riconosciuta da diversi fattori trascrizionhh. reazione & avvenuta in un
volume di 15yl contenente HEPES 20 mM, pH 7,9, KCl 50 mM, dritoto
(DTT) 0,5 mM, EDTA 0,1 mM, 2.9 di poli(dl-dC), 1pg di DNA di sperma di
salmone, e glicerolo al 10 %. | campioni sono ss#parati in un gel non

denaturante di poliacrilamide al 5%. | gel secsatio stati autoradiografati over
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night con KODAK XAR Film. Lintensita delle bandetardate derivate dalla
lastra autoradiografata sono state quantificatedesal programma NIH Image
1.61 sviluppato al U.S. National Institutes of Hieat disponibile su internet al
sito http://rsb.info.nih.gov/nih-image/.

Gli oligonucleotidi a doppio filamento utilizzagrano specifici per STAT-
1 proveniente dal promotore c-fos (5-gtcgaCATTTCGETAAATCg-3)
(Wagner et al, 1990), la sequenza per NF-kB dalmptore di IL-6 (5'-
GATCATGTGGGATTTTCCCATGT-3') ed, infine la sequenpar STAT-6 (5'-
GTATTTCCCAGAAAAGGAAC-3’). Tutti gli oligonucleotidi utilizzati sono

stati sintetizzati da Invitrogen.

Componente Concentrazione
HEPES 10 mM
Nonidet-P40 0.1%

KCI WY

MgCl, 1.5mM

DTT OtV

Complete EDTA-free
Protease Inhibitor (Roche) 1X

Tab. 1 Componenti e concentrazisoliuzione isotonica.
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Componente Concentrazione

HEPES pH 7.9 20 mM
NacCl 4201
MgCl, 1.5mM
Glicerolo 25%
EDTA 0.2vn
DTT 01

Complete EDTA-free
Protease Inhibitor (Roche) 1X

Tab. 2 Composizione e concentrazisoiuzone ipertonica.

Quantificazione del contenuto proteico totale:

Il contenuto proteico totale & statcampificato utilizzando il metodo
spettrofotometrico descritto da Bradford (79). Requantificazione si e utilizzata
una curva di taratura ottenuta con concentraziogscenti di albumina di siero

bovino (BSA).

Isolamento di mMRNA da tessuto polmonare:

L'RNA totale delle cellule e stato preparato usando metodo
Chomczynski & Sacchi (80) modificato, con cuscioett CsCI. In breve, 50-100
mg circa di tessuto polmonare era lisato in un aenegzatore manuale dounce
previa aggiunta di 3 ml di una soluzione di guaradisotiocianato 4 M/
CH;COONa pH 5/ EDTA pH8 . Il lisato era quindi trasferin tubi da
ultracentrifuga e delicatamente stratificato sucuscinetto costituito di 2 ml di
una soluzione sterile di CsCl 5,7 M e fatto cengére a 36.000 rpm per 17 ore a

20°C. Il pellet di RNA totale, ottenuto dopo aveseartato il surnatante, era
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risospeso con 200 ul di acqua sterile e successntprecipitato con 1/10 di
volume di CHCOONa 3M pH 5,5 e 2,5 volumi di etanolo assoluteddo. |

campioni erano tenuti a -20°C over night e quirehtafugati a 16.400 rpm per
30 minuti a 4°C, il pellet era nuovamente risosp@soacqua sterile. La
concentrazione era determinata spettrofotometringeree 260 nm. Tutti i reagenti

per questa metodica erano Sigma, Italia.

Generazione di cDNA e Real-time PCR quantitativa:

Un microgrammo di RNA totale purificato come soptascritto era
convertito a cDNA con dei random primers e unditsintesi (AMV; Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). L’analisi quatitita con la real-time PCR,
utilizzante un ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosyst® Foster City, CA), era
ottenuta utilizzando come colorante del SYBR Gréaontenuto nella SYBR
Green Master Mix come sonda (Applied BiosystemsitteT le reazioni di PCR
contenevano 1X Master Mix, ogni primer specific@@nM e 5 ng di cDNA
(equivalente totale di RNA) in un volume di 25 dicli termici comprendevano:
una incubazione iniziale a 95°C per 10 min e quéidcicli di 15 secondi a 95°C
per la denaturazione e 1 min a 60°C per I'estemsiDopo ogni corsa i prodotti
di amplificazione erano controllati attraverso wwsiddetta “melting curve” e
attraverso elettroforesi. Le sequenze dei primgligaati erano le seguenti:

- IL-4:for: 5-CAC GGA TGC GAC AAA AAT CA-3

rev: 5-TGG TGT TCT TCG TTG CTG TGA G-3'
- ICAM -1:for: 5-GCATTG TTC TCT AAT GTC TCC GAG-3’

rev: 5-AAG ATC GAA AGT CCG GAG GC-3’
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- 1I-13: for: 5-AGA CCA GAC TCC CCT GTG CA-3
rev: 5'-GAA TCC AGG GCT ACA CAG AAC C-3
- CcllX for: 5-CCC TCC ACC ATG CAG AGC T-3
rev.:5’-TGG GAT GGA GCC TGG GT-3
Tutti i campioni erano amplificati in triplicatol segnale normalizzato con un
riferimento interno e I'espressione del livello dgni era calcolata attraverso la
quantificazione di GAPDH e HPRT-1 (ipoxantina gunnfosforibosil transferasi)

quali riferimenti endogeni.

Immunoistochimica per i polimeri poli-ADPribosilati (PAR):
L’immunoistochimica per la rivelazione dei polimgroli-ADPribosilati e stata
fatta su sezioni di tessuto polmonare di 5um déspe precedentemente fissati e
conservati in paraffina. Le sezioni erano tratew@ 0,3% (v/v) HO, in 60%
(v/iv) di metanolo allo scopo di neutralizzare largssidasi endogena,
permeabilizzate con 0,1% (w/v) Triton X-100 in PB& 20 minuti e incubate
overnight con un anticorpo policlonale (goat) gual{ADP)riboso (1:500 in
PBS; Jackson ImmunoResearch Laboratoires Inc.t Giewe, PA). La reazione
immune era rivelata attraverso un metodo indiretilizzante la 3,3'-
diamminobenzidina come cromogeno. | controlli negarano sezioni incubate

solo con l'anticorpo primario o0 secondario.

Analisi statistiche:

| dati presentati sono medie + SEM (n=6-8). L’asiaktatistica & stata fatta

utilizzando SigmaStat version 2.03 (Jandel, San ddanCalifornia). | risultati
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sono stati interpretati attraverso I'analisi deldaianza seguita dal Tukgpst hoc
test, quando applicabile. Le differenze sono cansi@ essere statisticamente

significative quando p <0.05.
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RISULTATI

Inibizione di PARP-1 Attraverso la Localizzazione mmunoistochimica di
Poly(ADP-ribosio)
Allo scopo di verificare I'avvenuta inibizione diARP-1, e stata messa a punto

'immunoistochimica, nei polmoni, per i polimeri gioli(ADP-ribosio) che é |l
prodotto finale di PARP-1.

Come mostrato in Fig. 17A, non e stata rilevatomdione nei topi nae e di
controllo

Le cellule immunocolorate aumentano marcatament®peesposti a HDM (Fig.
17B). La colorazione e prevalentemente localizzatl’epitelio delle vie
respiratorie e nell’infiltrato inflammatorio.

Nei gruppi di topi trattati con 3-ABA e 5-AlQ, il umero di cellule
immunocolorate decresce drammaticamente e posseseree osservate solo
poche e rare cellule positive (Fig. 17C).

L’analisi morfometrica documenta I'avvenuta inilome dell’enzima, in quanto il
suo prodotto finale (PAR) é drasticamente diminaigo gruppi di topi trattati con
3-ABA e 5-AlQ (Fig. 17D). L’inibizione e di un 70%on trattamento con 3-ABA
e di un 80% con 5-AlQ. Nei topi hee e negli animali di controllo, trattati solo
con i PARP inibitori per 2 settimane consecutivppiimeri di DNA poly(ADP-

ribosilato) non sono stati rivelati (Fig. 17D).
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Fig. 17

Rivelazione immunoistochimica del DNA poly(ADP-riitato) (PAR) nel tessuto
polmonare dei topi appartenenti ai differenti griuggerimentali. (A) topi rize;
(B) topi trattati per 5 giorni a settimana, per @essive 5 settimane consecutive;
(C) topi esposti a HDM e nelle ultime 2 settimaradtati con 5-AlQ per 7 giorni a
settimana. L'immunoreattivita del DNA poly(ADP-ribitato) e intensa negli
animali sensitizzati con HDM, specialmente nelltepo bronchiale e alveolare
(B). Al contrario, la colorazione decrementa in modrammatico nel gruppo
trattato con il PARP inibitore (nella foto C € nmasd un tessuto trattato con 5-
AlQ).

(D) analisi morfometrica dellimmunoistochimica d@NA poly(ADP-ribosilato).

| dati sono espressi come percentuale dell’areaintbresse colorata con
ematossilina. | dati sono espressi come media * SEM6-8), *p<0.05
confrontati con i topi rnae e ° p<0.05 confrontati con gli animali esposti

all'allergene.
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Effetto dell'Inibizione di PARP-1 sul BALF

L’esposizione dei topi all'acaro della polvere pesettimane, produce una robusta
risposta inflammatoria che & chiaramente evideatia momposizione del liquido
di lavaggio broncoalveolare. E’ stato osservatanonemento delle cellule totali
da ~ 1 x 16 nei topi nave a ~ 5,5 x 1nei topi trattati con I'allergene (Fig. 7A).

In questi ultimi la distribuzione cellulare consiga in: 72% cellule mononucleari,
25% eosinofili e 3% neutrofili (Fig. 7B, 7D, 7C)0po trattamento con 3-ABA e
5-AlQ nelle ultime 2 settimane, si € osservato wtrdmento in termini di
percentuale di eosinofili (70% con 3-ABA e 60% cbrAlIQ) (Fig.7D). I
decremento nella percentuale di neutrofili, pureads significativo, non viene
considerato elemento importante nello studio, eksequesto un parametro che
puo essere influenzato da diversi fattori e norem$s una caratteristica peculiare
dell’asma allergica (Fig.7C).

La somministrazione di 3-amminobenzamide o 5-amisguhinolinone nei topi

di controllo, non produce alcune risposta infianonat (Fig. 7A)
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Inflammazione nel BALF di topi Balb/c esposti a HDOMVHDM e PARP inibitori.

Le cellule totali (A), le cellule mononucleari (B)neutrofili (C) e gli eosinofili

(D) dimostrano una diminuzione dell’inflammazionepd il trattamento con 3-

ABA e 5-AlQ. L’antigene era somministrato per viatranasale, 5 volte a

settimana, per 5 settimane consecutive. Nelle altthrsettimane si procedeva al

trattamento giornaliero con i PARP-1 inibitori pea intraperitoneale.

| dati rappresentano la media + SEM (n=6-8), * p@0Q confrontato con gli

animali ndve e ° p< 0.001 confrontato con gli animali tratadn acaro della

polvere.
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Analisi Istologica del Polmone

L’istologia dei topi di controllo non mostra infiétto inflammatorio o anormalita
(Fig. 8A e 9A) . Le valutazioni dell'integrita deéssuto polmonare dei topi
stimolati con l'allergene sono coerenti con i ratil riscontrati nel lavaggio
broncoalveolare. Abbiamo osservato una estesamni@zione peribronchiale e
perivascolare negli animali esposti allacaro defialvere (Fig. 8B). Dopo
trattamento con 3-ABA e 5-AlQ abbiamo ottenuto wmsiderevole decremento
in termini di infiltrato cellulare (Fig. 8C e 9C).

L’ingrandimento maggiore rivela l'infiltrazione @iosinofili (colorati in rosa) nel
parenchima polmonare dopo 5 settimane di trattamneoh acaro della polvere
(Fig. 9B) e un decremento dell'infiltrazione ceHtg nei gruppi trattati con i
PARP-1 inibitori, ma nessun cambiamento nell'ipasp delle goblet cells (Fig.

9C).
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Fig. 8

Analisi istologica dell’inflammazione nei topi esgibsolo ad acaro della polvere
e nei topi esposti alllacaro e ai PARP-1 inibitokanalisi con un basso
ingrandimento (5X) del tessuto polmonare colorato eosina ed ematossilina
mostra una robusta infiltrazione nell'area perivdae e peribronchiale dei topi
esposti a HDM per 5 settimane (B). Dopo il trattatoecon 3-ABA nelle ultime 2
settimane, abbiamo ottenuto un considerevole desarem dell’infiltrato
inflammatorio (C). Il gruppo trattato con 5-AlQ nt@s/a un quadro istologico
simile a quello del gruppo trattato con 3-ABA (datin mostrato).

| gruppi di controllo erano trattati solo con i PRR. inibitori per 2 settimane

consecutive e mostrano un quadro istologico simitepi ndve (Fig. 8A e 9A).
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Fig. 9

Analisi istologica dell’inflammazione nei topi esgibsolo ad acaro della polvere
e nei topi esposti all'acaro e ai PARP-1 inibitddin alto ingrandimento (20X)
permette di vedere i particolari dell'infiltrato Ingarenchima polmonare e mostra
la componente eosinofilica nel gruppo trattato scbm HDM (Fig. 9B) e la
parziale risoluzione dell'infiltrazione nel grupp@ttato con HDM e 5-AlQ (Fig.
9C). Gli animali n&ve non venivano manipolati (Fig. 8A e 9A), gli amintrattati
con HDM erano esposti all’allergene per 5 settimanasecutive, mentre gli
animali trattati con HDM e PARP-1 inibitori eramattati le ultime 2 settimane. |
gruppi di controllo trattati solo con i PARP-1 iitdri per 2 settimane mostravano

un quadro istologico simile agli animaliima (dati non mostrati).
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Effetto sulla Produzione di Citochinein vitro

Gli splenociti primari trattati in vitro con HDM pducono citochine associate ad
una risposta infiammatoria di tipo Th2 come L4413 e IL-5.

La produzione di IL-13, IL-5 e IL-4 era elevata hegplenociti coltivatiex vivo
dei topi esposti ad acaro della polvere per 5matie (Fig. 10A, 10B e 10C) . Un
incremento e stato notato anche nella produzionENty nello stesso gruppo di
topi (dato non mostrato). Non é stato osservatgureslecremento significativo
nella produzione in vitro delle citochine suddetts topi esposti a acaro della
polvere e trattati con 3-ABA e 5-AlQ (Fig. 10A, 10B0C) .

| gruppi di controllo non mostravano differenzengigative rispetto ai topi nae

(Fig. 10A, 10B, 10C).
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Fig. 10

Effetto dell’esposizione continuata di HDM e trateento con PARP-1 inibitori
nella produzionén vitro di citochine Th2 da splenociti primari.

L’espressionén vitro di citochine associate alla risposta di tipo Th2alglL-13,
IL-4 e IL-5 era elevata negli animali continuameagposti a HDM e queste non
risultano cambiare dopo il trattamento con 3-ABA-AIQ. In un periodo di 5
settimane, gli animali erano esposti ad acaro glleere per 5 giorni a settimana
e trattati con PARP inibitori nelle ultime 2 setéime giornalmente. Gli splenociti
erano isolati dopo 72 dall'ultimo trattamento etiewlti per 120 ore solo nel
terreno di coltura (barre nere) o nel terreno addato con acaro della polvere
(barre grigie). | dati rappresentano la media + SEM6-8), *p<0.05 rispetto ai
topi nave e ai controlli, ° p<0.05 rispetto a quelli tedittcon HDM
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Impatto sulla Produzione delle Immunoglobuline Sieiche

I livelli sierici di IgE totali erano significativaente aumentati nei topi trattati con
HDM per 5 settimane consecutive confrontati cavpi have (Fig. 11A).

Non é stato osservato alcun cambiamento signi¥icatiopo trattamento con 3-
ABA o0 5-AlQ nei gruppi di controllo, ma e stato esgto un incremento del
livello di IgE totali negli animali esposti ad HDM3-ABA (Fig. 11A).

Sono stati determinati anche i livelli sierici @elgG1l e IgG2a HDM specifiche
(Fig. 11B e 11C).

E’ stato ottenuto un lieve aumento nella produziongG1 nei gruppi trattati con
PARP-1 inibitori e allergene rispetto a quelli tadit solo con l'allergene (Fig.
11B).

Nei gruppi di controllo non é stata rilevata tracdi IgG1 come anche neiina
(Fig. 11B).

Per quel che riguarda la produzione di IgG2a, stténuto un incremento della
produzione nel gruppo trattato con HDM e 3-ABAgiuppo esposto all’allergene
e trattato con 5-AlQ non mostra differenze rispedtauello trattato solo con

HDM (Fig. 11C).
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Fig. 11

Effetto dell’esposizione continuata all'acaro deflalvere e al trattamento con
PARP-1 inibitori sulla produzione delle immunogldiba sieriche.

| livelli sierici delle IgE totali (A), delle IgG1B) e delle IgG2a (C) HDM
specifiche. Negli animali esposti ad acaro dellalvegre i livelli erano
significativamente incrementati e dopo trattamestn 3-ABA abbiamo ottenuto
un ulteriore aumento nei livelli di IgE totali (A9 nei livelli di IgG2a HDM
specifiche (C). Il trattamento con 5-AlQ non infhza i livelli delle
immunoglobuline. | topi erano sacrificati 72 orepdol’ultimo trattamento e i
contenuti di immunoglobuline misurati attraversol&A. | dati rappresentano la
media £ SEM (n=6-8), * p< 0.05 confrontato conaglimali trattati con HDM.
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Effetto sui Cambiamenti Strutturali nelle Vie Aeree

Dopo 5 settimane di esposizione all’acaro dellavgr@, I'istologia dei polmoni
mostra dei cambiamenti morfologici (Fig 12 e 13).

E’ stata osservata iperplasia delle goblet celig.(E2B e 12C), un significativo
incremento di spessore del muscolo liscio nell'gredbronchiale (Fig. 12B) e
deposizione di collagene nella zona sub-epitel{gig. 13B) in confronto agli
animali di controllo e riae (Fig. 12A e 13A).

Gli incrementi dell’elemento contrattile e la defzasne di collagene nei polmoni
sono stati quantificati morfometricamente (Fig..14)

Dopo 5 settimane si e ottenuto un 32% di collagdegositato (Fig. 14B) e un
54% di muscolo liscio (Fig. 14A), evidenziato comactina, nel gruppo esposto
a HDM.

Il trattamento con 3-ABA e 5-AlIQ non migliora in @ sostanziale i
cambiamenti strutturali nelle vie aeree. Da notateaumento del deposito sub-
epiteliale di collagene dopo trattamento con 3-A@Ag. 13C e 14B), mentre |l
trattamento con 5-AlQ porta ad una diminuzione3(¥b circa del deposito sub-
epiteliale di collagene (Fig. 13D e 14A).

| topi nave presentavano un 20% di collagene sub-epitediaie 26% do-actina

(Fig. 14A e 14B) .
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Fig. 12

Analisi  istologica della struttura polmonare dopo trattamenti.
L’'immunoistochimica per bi-smooth muscle actim{SMA) indica un incremento
dell’elemento contrattile nella parete delle vigegenei topi esposti sia solo a
HDM (Fig. 12B) che in quelli trattati con HDM e 3BA (Fig. 12C). Gli animali
trattati con HDM e 5-AlQ mostravano un quadro isgpto simile a quelli trattati
con 3-ABA, mentre i gruppi di controllo trattatileacon i PARP-1 inibitori per 2
settimane consecutive mostravano un quadro sirgiieaaimali ndve (dati non
mostrati). Gli animali ria&e non erano manipolati, il gruppo trattato coergéne
era esposto a HDM per 5 settimane consecutive gesrbi a settimana e i gruppi
trattati con i PARP-1 inibitori erano trattati caquesti ultimi nelle ultime 2

settimane. Ingrandimento 20X.
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Fig. 13

Analisi istologica della struttura polmonare dogeattamenti. La colorazione con
Picro Sirius red visualizzata sotto luce polariazahostra I'accumulo sub-
epiteliale di collagene nei topi esposti solo adraaella polvere (B), in quelli
trattati sia con allergene che con 3-ABA (C) ergibme e 5-AlQ (D) confrontati
con gli animali nave (A). Gli animali n&ve non erano manipolati, il gruppo
trattato con allergene era esposto a HDM per ths@te consecutive per 5 giorni
a settimana e i gruppi trattati con i PARP-1 irokierano trattati con questi nelle

ultime 2 settimane. Ingrandimento 20X.
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Fig. 14

Analisi morfometrica dell’istologia polmonare. | mbhiamenti strutturali sono
stati quantificati nei topi nae, nei gruppi di controllo trattati solo con 3-ABA5-
AlQ, nei topi trattati con HDM per 5 settimane ceoastive e nei topi trattati sia
con HDM che con i PARP-1 inibitori nelle ultime @tBmane. | dati sono espressi
come percentuale dell’area di interesse colorataRioro Sirius red (B) a-SMA
(A). | dati rappresentano la media £ SEM (n=6-§)x0.05 confrontati con i ine

e © p<0.05 confrontati con i topi esposti a HDM.
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Effetto sui Fattori di Trascrizione (NF-kB, STAT-1, STAT-6)

Allo scopo di studiare I'effetto dell’'inibizione dRARP-1 sull’attivita di legame al
DNA di fattori di trascrizione nucleari quali NueleFactor kB (NF-kB), STAT-1
e STAT-6, tutti direttamente coinvolti nella fismiplogia dellasma, € stato
messo a punto il saggio EMSA.

Come mostrato in Fig. 15A, 15B e 15C (lanes 4)spasizione all'acaro della
polvere incrementa l'attivita di legame al DNA diST-1a, STAT-6 e NF-kB nel
tessuto polmonare. Gli estratti nucleari polmonderivanti dagli animali di
controllo trattati solo con 3-ABA e 5-AlQ non mamio un’ aumentata attivita di
legame al DNA per quel che riguarda i 3 fattorstrézionali considerati (Fig.
15A, 15B, 15C, lanes 2 e 3).

Solo STAT-6 e risultato significativamente influata dal trattamento con 3-
ABA e 5-AlQ (Fig. 15C, lanes 5 e 6), infatti i topattati con i PARP-1 inibitori
mostravano un decremento del 40% dell'attivitdegiame al DNA di STAT-6

(Fig, 15D).
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D STAT-6 quantification from EMSA
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Fig. 15

Effetto dell’esposizione all’acaro della polvere dell'inibizione di PARP-1
sull’attivazione dei fattori trascrizionali STATe1NF-kB e STAT-6 sui topi.

(A, B, C)lanel: ndve; lane 2: topi di controllo trattati con 3-ABA per 2 sett@me
consecutive;lane 3: topi di controllo trattati con 5-AlQ per 2 settme
consecutivejane 4: topi esposti all’'acaro della polvere per 5 giocansettimana,
per 5 settimane consecutivigne 5: topi esposti all'acaro della polvere per 5
giorni a settimana, per 5 settimane consecutivetrpiiamento con 3-ABA nelle
ultime 2 settimanelane 6: topi esposti allacaro della polvere per 5 gioani
settimana, per 5 settimane consecutive piu trattéoneon 5-AlQ nelle ultime 2
settimane.

EMSA utilizza un oligonucleotide marcato con;ontenente una sequenza
consenso per STATel(A) o NF-kB (B) o STAT-6 (C) e gli estratti nuckeali
tessuto polmonare di topo. La posizione dei consplB8NA-proteine e I'oligo
libero sono indicati. | gel sono rappresentativBdiel, per ogni differente fattore
di trascrizione, mostranti risultati simili. Il dreo (D) rappresenta la
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guantificazione, espressa come unita arbitraride deee dei complessi DNA-
proteine e i risultati sono espressi come media EMS(n=3-4), *< p0.05

confrontato con i topi esposti all’allergene.
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Effetto sul’Espressione di Geni Infiammatori

Allo scopo di valutare I'espressione di geni infraatori nel polmone e stata
messa a punto una PCR (Syber Green) quantitativallpé, 1L-13, Ccll1l
(eotassina) e ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molkzd).

Non sono stati ottenuti risultati apprezzabili dér4 e IL-13, mentre si e
osservato una up-regolazione nell'espressioneivalai Cclll e ICAM-1 negli
animali esposti all’allergene in vivo.

Dopo trattamento con PARP-1 inibitori si e ottenut;m decremento
nell'espressione di Cclll del 45%, rispetto agihaali esposti solo ad acaro della
polvere, con 3-ABA e del 30% con 5-AlQ (Fig. 16A}. da notare un lieve
aumento dell’espressione del gene nei gruppi dirotlo trattati solo con i
PARP-1 inibitori per 2 settimane (Fig. 16A).

Le differenze fra i gruppi nell'espressione di ICAIVhon sono significative (Fig.
16B). Anche in questo caso é da notare una upaegole dell'espressione del

gene, rispetto ai inge, con 3-ABA e 5-AlQ (Fig. 16B).
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Fig. 16

Effetto dell’esposizione all'acaro della polverede trattamento con i PARP-1
inibitori sull'espressione di Ccl11 e ICAM-1.

| topi erano esposti per 5 giorni a settimana,yseettimane consecutive a HDM
per via intranasale e le ultime 2 settimane, gimat erano trattati con 3-ABA e

5-AlQ giornalmente. L'RNA era isolato dai tessutlmonari e, I'espressione
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relativa era misurata mettendo a punto una reagé-B@R utilizzando Syber
Green. Come mostra il grafico A, dopo trattamerdn ¢ PARP-1 inibitori si &
ottenuto un decremento dell’espressione di Ccllfrecisamente il 3-ABA € in
grado di ridurne I'espressione del 45%, mentre-Al®Q del 30%. | risultati
ottenuti per ICAM-1 non sono statisticamente sigativi (B). | dati sono
espressi come media + SEM (n=3-4) di misure realem triplicato (*< p0,05

confrontati con gli animali esposti all’allergene).

67



DISCUSSIONE

L’asma € ormai considerata una patologia cronica $ulta dall’esposizione
intermittente (allergie stagionali) o continuatallergeni perenni come acari della
polvere) ad allergeni. In entrambi i casi, le v@spiratorie sono soggette ad uno
stato di inflammazione prolungata che porta a dee@nomalie strutturali riferite
come rimodellamento polmonare (81, 82).

Il rimodellamento interessa sia il compartimentitediale che sub-epiteliale e si
pensa porti conseguenze funzionali che acuiscanatomi clinici della malattia
(83, 84).

Nonostante le nostre conoscenze sullinfiammaziasmmatica acuta indotta da
allergeni siano marcatamente incrementate, moltian@ogressi sono stati fatti
nella comprensione dei meccanismi alla base di#iiinmazione cronica e del
rimodellamento polmonare.

| protocolli convenzionali per indurre la patologesmatica negli animali,
utilizzano allergeni surrogati come ovalbumina asga ad un adiuvante
(solitamente idrossido di alluminio). Purtroppo sfui@rotocolli non sono in grado
di indurre una inflammazione cronica eosinofiliczlel vie aeree, simile a quella
riscontrata nell’'uomo, rivelandosi quindi inadeguall’individuazione dei
processi coinvolti nel rimodellamento polmonare.

In questo studio, in accordo con il modello murimdizzato da Johnson JR e
collaboratori (85), si € testata la capacita armtmmatoria dei PARP-1 inibitori,

quali 3-amminobenzamide e 5-amminoisochinolinonal déoro effetto sulla
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sensitizzazione e sul rimodellamento del tessutm@oare.

Il modello utilizzato prevede I'esposizione giorieah in topi fino a 5 settimane ad
un comune aereo-allergene, un estratto purificedé@aro della polvere.

Gli acari della polvere sono una significativa ®uli allergeni in ambienti chiusi
e causano una varieta di sintomi allergici. In ipafare, il Dermatophagoides
Pteronyssinus € la specie di acaro piu frequentemente associto allergie
respiratorie. Dagli escrementi e dal corpo di quasdri sono state individuate da
7 a 10 proteine riconosciute come possibili fahtsensibilizzazione in soggetti
predisposti (86). E’ noto che i principali antigelsll’acaro della polvere, Der p 1,
3, 5, e 9 sono cisteine e/o serine proteasi ingydadtimolare le cellule epiteliali
delle vie aeree a produrre una varieta di citocl@7e 88, 89).

Attualmente non esistono cure definitive per I'asmanostante i suoi sintomi
possono essere ben controllati.

Nel presente, i glucocorticoidi associati $b-agonisti, sono i farmaci
maggiormente efficaci nel trattamento di questalpgta e il loro uso prolungato
puo ridurre la frequenza e la severita delle ebazéoni.

Le attuali terapie alternative, come teofillinagmioni e antileucotrieni, non sono
ancora in grado di sostituire la terapia stand@@j. (

D’altro canto, se I'associazione di glucocortico&lip,-agonisti € in grado di
controllare l'inflammazione delle vie aeree, nomsag a livello di rimodellamento
polmonare, per il quale non esiste cura.

Per queste ragioni e per il previsto aumento disgu@atologia nei prossimi
decenni, legata al forte sviluppo economico cheirscregioni stanno avendo

(48), si rende necessaria la messa a punto di natreéegie terapeutiche e
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I'individuazione di nuovi target per la cura dedifaa.

Recentemente € emerso il ruolo di PARP-1 correlléopatologia asmatica.

Studi precedenti usando modelli convenzionali di@® inibizione o delezione di
PARP-1 mostravano protezione contro I'inflammazionérmini di: decremento
nella migrazione cellulare, ridotta attivita miedspssidasica che e indice di
infiltrazione cellulare, ridotta formazione di mallialdeide che é indice di stress
ossidativo, ridotta espressione di MIR-4 diminuzione di TNFx nel BALF (72,
73, 74).

| dati ottenuti da questi studi mostrano che I'espione continuata per cinque
settimane all’acaro della polvere porta ad unaesngé infammazione delle vie
aeree quantificabile nel BALF e chiaramente evider reperto istopatologico.

Il trattamento con 3-amminobenzamide e 5-ammindismdinone nelle ultime
due settimane, migliora notevolmente il profilo dBIALF. Infatti dopo
trattamento abbiamo ottenuto un decremento del raurdiecellule totali (Fig.
7A), ma il maggior decremento e quello relativo aglsinofili (70% con 3-ABA
e 60% con 5-AlQ) (Fig. 7D).

L’istologia conferma i risultati ottenuti con il BA, infatti si nota una
diminuzione dellinfiltrazione cellulare nell’areperibronchiale e perivascolare
(Fig. 8C e 9C) riavvicinando il quadro istologicaaello degli animali riae e di

controllo (Fig. 8A e 9A).

Gli eosinofili sono considerati essere i maggiofifettori nel processo

inflammatorio alla base dellasma. La maggior padell’inflammazione

nell’asma si pensa essere la conseguenza delltioppato accumulo di eosinofili
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nel parenchima polmonare e del susseguente rilaggidoro mediatori pro-
inflammatori.

Recentemente € emerso che gli eosinofili, oltreualo di cellule chiave nel
mediare linflammazione asmatica, hanno un ruolcchan nel presentare
I'allergene e stimolare le cellule T helper £6H(91, 92, 93).

Tutto questo suggerisce una particolare importandagli eosinofili
nell'orchestrare la risposta immune nel polmone agm, infatti esiste una
correlazione diretta tra la severita dei sintormmasci e il numero di eosinofili
attivati o dei loro prodotti rilasciati nelle vieegpiratorie. Raramente € stata
riscontrata la presenza di eosinofili in polmoni iddividui sani e il loro
preferenziale accumulo negli asmatici suggerisesidtenza di vie selettive per
queste cellule.

| meccanismi alla base della presenza di eosinudilitessuti target includono la
differenziazione e il rilascio dal midollo ossedadesione selettiva e la
migrazione transendoteliale, il movimento in rigaosa specifici stimoli
chemotattici e la prolungata sopravvivenza perziobe dell’apoptosi (94).

Allo scopo di verificare quali fra questi meccanisfessero coinvolti nel
decremento del numero degli eosinofili nel BALF e polmoni, e alla luce dei
precedenti studi, & stata verificata I'espressiiradcuni geni infiammatori.
Tramite real-time PCR (Syber Green) é stata queati I'espressione di ICAM-
1, una molecola di adesione intercellulare, e Gadi chemochina con potente
effetto chemottatico sugli eosinofili (95, 96). Cemostra il grafico in Fig. 16B
non sono state ottenute differenze significativee ifrvari gruppi per quel che

riguarda ICAM-1, ma & da notare comunque un incremeell’espressione di
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tale gene nei gruppi di controllo, trattati soloncBARP-inibitori, rispetto agli
animali nave.

Per quel che riguarda Cclll, i PARP-1 inibitori rekano una inibizione
dell'espressione di questa chemochina: come mosiratFig 16A, abbiamo
ottenuto un decremento dell’espressione genicald®d con 3-ABA e del 30%
con 5-AlQ, rispetto al gruppo di animali trattattncHDM.

Questi dati indicano che [linibizione dellaccumuldi eosinofili dovuto al
trattamento con PARP-1 inibitori pud essere sp@galmeno in parte,

dall'inibizione dell’espressione di Ccl11.

Nell’asma si riscontra una incrementata espressiopeoteine inflammatorie che
includono citochine, molecole di adesione, enzimfiammatori e recettori
inflammatori. La maggior parte di queste proteingammatorie sono regolate a
livello trascrizionale .

| cambiamenti nella trascrizione di geni sono @ leolta indotti dalla presenza o
meno di fattori di trascrizione che sono proteirfee si legano a sequenze
regolatorie del DNA, normalmente presenti all'estitd 5 delle regioni
promotrici di geni target. Il legame dei fattorascrizionali al DNA bersaglio
porta ad un incremento della velocita di trascrigia@el gene, questo risulta in un
aumento (o, piu raramente, decremento) dell'esjgmess di proteine che
modificano le funzioni cellulari (97).

| fattori di trascrizione giocano un ruolo chiavella fisiopatologia cronica delle
vie aeree incrementando l'espressione genica che gusere alla base del

processo inflammatorio cronico.
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Si e detto precedentemente che I'asma e una raakdlirgica caratterizzata da
una infammazione di tipo Th2. Lo sviluppo dei beiti di tipo Th2 allergene-
specifici rappresenta I'evento che porta alla preichie di IgE e all’attivazione dei
fibroblasti, seguito dal rilascio di fattori sollibche aumentano la reazione
inflammatoria osservata in questa patologia. Alleseb di questo processo c'e
I'attivazione del fattore trascrizionale STAT-6.|d\Istesso tempo, l'attivazione
delle cellule T e fortemente dipendente da fattrascrizionali quali, IFN¢ e
STAT-1 (98).

Ne deriva che nell'asma, pur essendo una malatajentemente a componente
inflammatoria di tipo Th2, e presente anche unapmrente di tipo Thl.

Alla luce di queste conoscenze abbiamo voluto icarié se il trattamento con 3-
amminobenzamide e 5-amminoisochinolinone fossecaf@ nel diminuire
I'attivita di legame al DNA di STAT-6 e STAT-1.

Attraverso EMSA abbiamo appurato che i PARP-1 toibi diminuiscono
l'attivazione di STAT-6 di circa un 40% (Fig. 15C ¥5D), mentre non
influenzano l'attivazione di STAT-1 (Fig 15A).

NF-kB & un altro fattore trascrizionale riconosciessere attivato nell’'asma (99),
che controlla la trascrizione di molti effettorilderocesso infiammatorio (e.g.
citochine, chemochine, molecole di adesione inte&d intra-cellulari,
immunorecettori, tra cui la chemochina Cclll) (1d3ttivazione di NF-kB é
stata verificata tramite EMSA.

A differenza di quanto documentato in letteratur@0), non abbiamo riscontrato
diminuzione della attivita trascrizionale di ques&atore dopo trattamento con

PARP-1 inibitori (Fig. 15B).
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Questa apparente discordanza puo essere dovutaveabal modello murino
utilizzato, infatti il modello convenzionale a okamina non e in grado di

stabilire una inflammazione di tipo Th2.

Come la produzione di eosinofili € I'evento terméaaratteristico della risposta
Th2, l'interazione fra le cellule presentanti I'm@ne e le cellule T e implicata
nell’inizio del processo chiamato sensitizzaziob@ly.

Questo & un processo sistemico e in questo stihi@arao voluto verificare se il

trattamento con i PARP-1 inibitori avesse un qualefietto sulla sensitizzazione.
Un marker di questo processo e l'espressiongtro di citochine da splenociti

primari associate alla risposta Th2, che e indicatli una risposta di memoria
antigene-specifica.

Le citochine che sono state determinate tramiteSBELE dopo esposizione con
acaro della polverm vitro degli splenociti, sono: IL-4, IL-5 e IL-13.

| dati ottenuti mostrano che il trattamento con BAAe 5-AlQ non produce

nessuna variazione importante nella produzione geitidette citochine (Fig 10A,
10B e 10C).

Inoltre, il processo asmatico e associato ad unreinento sierico di

immunoglobuline sia IgE totali che Th2 affiliate.

Allo scopo di verificare se il trattamento con i RR-1 inibitori influenza la

risposta umorale, sono stati determinati i livelérici di IgE totali, IgG1 e IgG2a
HDM specifici.

Negli animali esposti ad acaro della polvere illiverano significativamente
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incrementati e dopo trattamento con 3-ABA abbianttermto un ulteriore
aumento nei livelli di IgE totali (Fig. 11A) e nivelli di lgG2a HDM specifiche
(Fig. 11C). Al contrario, il trattamento con 5-AlQon influenza i livelli di
nessuna delle immunoglobuline considerate (Fig. 11)

Quindi il trattamento con i PARP-1 inibitori nonflimenza la risposta umorale
sistemica, ad eccezione per il 3-ABA che aumenteurdl livelli delle

immunoglobuline considerate.

E’ ormai noto che l'esposizione continuata ad ghei porta a risposte
immunobiologiche e biochimiche che hanno un impatitha struttura delle vie
aeree e si pensa siano la causa dei sintomi clinici

Questi cambiamenti includono ispessimento dellatpadelle vie aeree, iperplasia
delle goblet cells e dei miofibroblasti e iperteotielle cellule epiteliali (81).

In questo studio, allo scopo di verificare se i FAR inibitori influenzassero |l
rimodellamento polmonare, abbiamo preso in conakene la deposizione di
collagene sub-epiteliale, 'aumento di muscoloitise l'ipertrofia delle goblet
cells.

Come si puo vedere dalle Fig 12 el3, i trattameoi i PARP-1 inibitori non
influenzano in modo sostanziale la deposizione aliagene, né I'aumento di
muscolo liscio, visto come aumento @iactina. E’ da notare un incremento di
collagene sub-epiteliale nel gruppo di animalitatat con 3-ABA (Fig. 13C e
14B), mentre il trattamento con 5-AlQ produce unamiduzione della
deposizione di collagene di un 30%, mentre noruarfza la quantita di-actina

(Fig. 13D e 14B).
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Le goblet cells, dopo trattamento, restano ipadhe nonostante la diminuzione

dell'infiltrato cellulare (Fig. 9C e 12C).

Quindi il trattamento con i PARP-1 inibitori nonfluenza il rimodellamento

polmonare associato alla patologia asmatica.
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CONCLUSIONI

Lo scopo di questo studio era quello di verificage,un modello di asma non
convenzionale, la capacita protettiva dell’inibrzéofarmacologica di PARP-1 nei
confronti dell’inflammazione, le conseguenze suhadellamento polmonare ed
indagare il meccanismo molecolare di tale azione.

La ricerca ha evidenziato che all'inibizione deitéma PARP-1, consegue una
diminuzione dellinfiltrato cellulare, specialmentiella frazione eosinofilica nel
tessuto polmonare di animali da esperimento (datificato tramite BALF e
reperto istologico). Dai dati ottenuti, € presunabiche la diminuzione
dell'infiltrato cellulare sia causata da una inibize del legame al DNA del fattore
trascrizionale STAT-6 (dato verificato tramite EMSe, dalla conseguente
diminuzione dell'espressione genica di Cclll (detaficato tramite real time-
PCR).

Per cio che riguarda I'effetto dell'inibizione dARP-1 sul rimodellamento del
tessuto polmonare, e in particolare relativo alti@mto dia-actina e deposizione
di collagene sub-epiteliale, € emerso che ildam#@nto con 5-AlQ diminuisce
leggermente la deposizione di collagene, mentrehaoeffetti sul’aumento di-
actina. Il trattamento con 3-ABA non si rivela effce nella diminuzione di-
actina, mentre aumenta la deposizione di collagareepiteliale. L’ipertrofia
delle goblet cells e invariata dopo trattamento id@ARP-1 inibitori.

Per quel che riguarda la sensitizzazione, i panmancEnsiderati erano la
produzione di citochine da splenociti primari enlssurazione dei livelli sierici di

immunoglobuline quali IgE, 1gG2a e IgG1. La produe di citochine non ha
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mostrato significative variazioni, mentre i liveflierici di IgE e IgG2a subivano
un incremento dopo trattamento con 3-ABA. Il tratémto con, il PARP-1
inibitore piu potente, 5-AlQ non produce nessundavgoone apprezzabile dei
parametri considerati.

La discrepanza di azione fra i due PARP-1 inibitatilizzati potrebbe essere
spiegata attraverso la diversa farmacodinamicattini 3-ABA €& quello meno
selettivo e potrebbe avere altri target, oltre PARP

In conclusione, i risultati della ricerca da unat@ahanno confermato il lato
protettivo dell'inibizione di PARP-1 nella patolegiasmatica, presumibilmente
tramite un meccanismo molecolare che porta ad uminazione della
chemiotassi nel processo infiammatorio. Dall’altfiajbizione di questo enzima
non ha apprezzabili effetti per quanto riguardardcpssi di rimodellamento e
sensitizzazione nel modello asmatico utilizzatoipafetico impiego di questa
classe di farmaci, nel trattamento della patolagmatica, necessita di ulteriori

approfonditi studi, nonché di valutazioni costo/feio nel lungo termine.
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