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SCHEDA LABORATORIO DI RICERCA

1. IDENTITA DEL LABORATORIO

* Nome del laboratorio: Lab 2B - Biochimica delle macromolecole

* Preposto: Dott.ssa Patrizia Lombari

e Radors Prof. Diego Ingrosso, Prof. Michele Caraglia

» Ubicazione: Piano II, Livello VI, Complesso di Sant’Andrea delle Dame

« Tipologia di rischio: Biologico e Chimico

2. PROFILO SCIENTIFICO

e Descrizione del laboratorio:

La principale linea di ricerca del laboratorio riguarda lo studio del metabolismo degli amminoacidi
solforati ed il ruolo di tali alterazioni nei meccanismi di malattia.

Il metabolismo della metionina (amminoacido essenziale) comprende un ciclo metabolico (ciclo
metionina-omocisteina) ed una via lineare (la transulfurazione). Entrambi sono metabolicamente
collegati sia col metabolismo dell’'unita monocarboniosa, sia col ciclo dei folati. Intermedi di tale
metabolismo sono vari composti il cui incremento & attualmente considerato un fattore di rischio
cardiovascolare (adenosilomocisteina, omocisteina). Entrambi i metaboliti, insieme alla lantionina,
altro composto solforato sottoprodotto del metabolismo dell’omocisteina e della cisteina, fanno inoltre
parte delle “tossine uremiche”, composti eterogenei il cui incremento e in parte responsabile della
sindrome uremica. La lantionina € un amminoacido solforato non proteinogenico, generato come
sottoprodotto dell’attivita degli enzimi della transulfurazione coinvolti nella sintesi dell’acido
solfidrico (H2S), un potente vasodilatatore gassoso, scoperto dopo l'ossido d’azoto (NO) ed il
monossido di carbonio (CO). L'interesse verso lalantionina risiede nel suo significativo incremento dei
livelli circolanti in corso di malattia renale. Scopo della nostra ricerca e studiare il ruolo della lantionina
nella fisiopatologia della malattia renale, in considerazione del fatto che questa patologia & correlata
ad un drammatico aumento sia del rischio cardiovascolare, sia del rischio di tumori. Uno studio in vivo
ha infatti dimostrato un incremento del rischio di calcificazioni vascolari con l'incremento della
lantionina. La nostra attivita di ricerca si & focalizzata attualmente nel valutare I'effetto della lantionina
su due modelli cellulari: un monostrato endoteliale, rappresentato dalla linea cellulare Ea.hy926, e il
carcinoma renale a cellule chiare (ccRCC), mediante lalinea cellulare A-498. La malattia renale cronica
(CKD, Chronic Kidney Disease) e caratterizzata da un’elevatissima mortalita cardiovascolare, che &
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circaun ordine di grandezza superiore a quella della popolazione generale. E stata inoltre documentata
una correlazione tra i livelli di lantionina e la gravita della CKD. Sebbene la lantionina non sia ancora
inclusa nel panel ufficiale delle tossine uremiche, essa ne esibisce tutte le proprieta biologiche, al pari
di diversi altri intermedi del metabolismo degli amminoacidi solforati (S-adenosilomocisteina,
omocisteina). Studi condotti negli anni, principalmente dal nostro gruppo di ricerca, ne hanno
dimostrato il coinvolgimento nell’alterazione di pathway metabolici e nell'induzione di danni
morfofunzionali sia in vitro che in vivo.

Le implicazioni dello studio comportano:

e la comprensione degli effetti della lantionina e di altre tossine uremiche sui meccanismi che
portano all'insorgenza delle principali complicanze cardiovascolari e oncologiche della
malattia renale cronica;

e la conoscenza approfondita di tali meccanismi e il primo passo per individuare e
caratterizzare nuovi strumenti diagnostici (marcatori bioumorali) e terapeutici.

e contribuire a gettare le basi per collaborazioni con aziende del settore biomedicale.
Attualmente sono in essere collaborazioni sia all'interno della nostra Universita sia con altre Universita
ed Enti diricerca:

— Biogems.car.l, societa consortile tra Enti di ricerca,
— ERA-EDTA, I'Associazione Europea di Nefrologia,
— Profissa Carmela Dell’Aversana, Professoressa associata presso il Dipartimento di Medicina e

Chirurgia dell’'Universita LUM - Libera Universita Mediterranea "Giuseppe Degennaro”,

—  Prof.ssa Margherita Borriello, professoressa associata presso Universita Telematica Pegaso

— Prof.ssa Alessandra Perna e Prof.ssa Adelina Simeoni, rispettivamente professoressa ordinaria e
associata del Dipartimento di Scienze Mediche Traslazionali della nostra Universita,

— Prof. Luca De Nicola e Prof. Carlo Garofalo, rispettivamente professore ordinario e professore
associato del Dipartimento di Scienze Mediche e Chirurgiche Avanzate di questa Universita,

—  Prof. Angelo Sirico, ricercatore del Dipartimento della Donna, del Bambino e di Chirurgia Generale

e Specialistica della nostra Universita,

— Prof.ssa Lucia Altucci, professoressa ordinaria del Dipartimento di Medicina di Precisione della
nostra Universita

« Principali linee di ricerca:

1. Ruolo emergente della lantionina nella progressione del carcinoma renale a cellule chiare.
1.1. 11 rischio oncologico e significativamente aumentato nei pazienti con CKD, sia nella
sottopopolazione sottoposta a terapia sostitutiva (dialisi), sia nella sottopopolazione di
soggetti trapiantati. In forza di cio da qualche anno € sorta I'esigenza di parlare in termini di
nefro-oncologia: una nuova branca medica specialistica che si occupa di unire gli sforzi di
nefrologi ed oncologi per chiarire, tra l'altro, le correlazioni, ancora misteriose, tra cancro e
malattie renali. Dati preliminari non ancora pubblicati, ottenuti su colture di cellule di
carcinoma renale a cellule chiare A-498, indicano che la lantionina stimola la proliferazione
cellulare e altera il pathway PI3K/Akt/mTOR. Tale meccanismo molecolare appare mediato
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da un incremento nella produzione di VEGF, verosimilmente dovuto dall'up-regulation dei
fattori di trascrizione HIF-2a e HIF-13.
2. Lantionina e danno endoteliale, quale fattore determinante I'aumento del rischio cardiovascolare
2.1. Riscontri clinici, ottenuti analizzando il siero di una coorte di pazienti a vari stadi di CKD,
hanno dimostrato che la lantionina correla significativamente non solo con la disfunzione
renale, e quindi con il grado di CKD, ma anche con il rischio cardiovascolare. In particolare, &
stata osservata una correlazione tra lantionina e il grado di calcificazione vascolare, una delle
principali cause che contribuiscono all’alto rischio cardiovascolare presente in questi
pazienti. In un recente studio abbiamo dimostrato che la lantionina induce la
mineralizzazione delle cellule endoteliali Ea.hy926 in vitro. Successivi esperimenti sul
modello animale Danio rerio (Zebrafish) hanno confermato tale effetto in vivo: le larve
trattate mostrano un'alterata espressione di geni e proteine coinvolte nella mineralizzazione
e una maggiore deposizione di calcio a livello vertebrale (dati in fase di pubblicazione).
3. “Sulfur-Containing Uremic Toxins and Clinical Outcomes in Chronic Kidney Disease: A Comprehensive
Multi-Omics Approach”
3.1. Questa linea di ricerca & in fase di progettazione e attuazione. Recentemente e stata
presentata per la richiesta di un finanziamento PRIN. Tale richiesta & attualmente in fase di
valutazione.

3. AREE DI RIFERIMENTO

« Settori Scientifico-Disciplinari (SSD): BIOS-09/A, BIOS-07 /A, BIOS-08/A, BIOS-10/A, MEDS-08/B

4. ATTIVITA DI RICERCA

« Attivita principali:

Analisi molecolari su campioni di RNA e proteine estratti da 1) tessuti primari e tumorali forniti da
aziende ospedaliere italiane e 2) tessuti di animali murini e tessuti di zebrafish forniti da stabulari
certificati SPF (specific pathogen free);

—  Purificazione di proteine e acidi nucleici; colture di cellule immortalizzate e tumorali;
— Analisi molecolare di espressione genica e proteica; Test Elisa;

— Funzionalizzazione di dispositivi elettrochimici;

— Analisi morfologiche e molecolari su colture cellulari immortalizzate e tumorali.

5. DOTAZIONI E INFRASTRUTTURE
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¢ Numero di postazioni di lavoro: 6

« Lista delle Principali attrezzature presenti

Scuola di Medicina e Chirurgia
Dipartimento dv Medicina
di Precisione

Apparecchio (Nome)

Eventuali Note

Cromatografo per la purificazione di
proteine ed altre biomolecole UHPLC 3000
(THERMO SCIENTIFIC)

Attualmete guasto

Spettrometro di massa LTQ-XL (THERMO
SCIENTIFIC)

cappa chimica (Kottermann)

N. 3 armadi per liquidi infiammabili

Termociclatore (Applied Biosystem)

Sistema di acquisizione di immagini Gel Doc
EZ (BIORAD)

N. 2 Nanodrop

Automated ELISA immunoassay
(Biotechne)

Bagnetto sonicatore (Bandelin)

Camerette elettroforetiche e alimentatori
per la caratterizzazione di acidi nucleici e
proteine.

Frigoriferi, freezer -20°C per la
conservazione di materiale chimico e
biologico

Trans blot iBlot3 (Invitrogen)

Trans blot turbo transfer (BIORAD)

Thermomixer (eppendorf)

Autoclave (Angelantoni)

Centrifuga refrigerata da banco
(eppendorf)

Cappa a flusso laminare per colture
cellulari (Angelantoni)

Ubicata nel lab 6 Liv II

Incubatore termostatato per colture
cellulari (BIO-Air)

Ubicato nel lab 6 Liv II

Bagnetto termostatatto Julabo SW22
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Armadi di sicurezza per prodotti
infiammabili acidi e basi

2 armadi ubicati nel lab 6 Liv II

Bilancia analitica Scaltec SBP 32

Vortex Labinco L46

Agitatore magnetico Heidolph MR 3001

Basculante Inter Continental equipment

SafeVac Aspiration system (4L)

PC MacOS High Sierra versione 10.13.6

PC Dell OptiPlex XE2

Stampante Brether MFC-J]1300DW

6. SICUREZZA

« DPI (Dispositivi di Protezione Individuale):

— Camice

— Guanti in nitrile e in lattice (varie misure)

—  Occhiali di protezione
— Mascherine per polveri

« DPC (Dispositivi di Protezione Collettiva):

— N.1 cappe chimiche
— N.1 cappe biologiche

— N. 3 armadi di sicurezza per prodotti infiammabili acidi e basi

7. AGENTI E SOSTANZE UTILIZZATE

» Lista delle Sostanze chimiche con relativi link (pagina web):

Elenco reagenti in Deposito

Sodium Acetate Trihydarte
DiSodium Hydrogen Phosphate
Potassium Dihydrogen Phosphate

Potassium Hydrogen Phosphate

Anhydrous
2-Mercaptethanol



https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/aldrich/935700?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.06585?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.37039?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.09828?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.09828?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/aldrich/m6250?userType=anonymous&primary=false
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Glycine
2-Propanol

Agarose
Sodium Chloride (NaCl)

Ammonium Formate
Iron 11l Chloride
Trizma Base

Disodium Hydrogen Phosphate

Anhydrous
Zinc Acetate Dihyhdrate

Sodium Hydroxide Pellets

Potassium Chloride

Triton X100

Calcium Gluconate anhydrous
Sodium tartrate dibasic dihydrate

Chloroform
Edta (Ethylenediaminetetracetic

Acid)

Ethanol

Milk powder Non Fat
Tween 20

Glycerol
Tri-Chloroacetic Acid
Acetic Acid

Trypsin-EDTA 0.05%
Glutathione

Vitamine C-L-ascorbic acid
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
Sodium carbonate

Ponceau S solution

Bromophenol blue sodium salt
Ammonium persulfate

Eosina-Blu di metilene Gimsa
solution

Orange G sodium

Crystal Violet
Diethanolamine

Xylene cyanol FF



https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/g7126?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/it/sds/sigald/34863?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.01236?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/s9888?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/70221?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/157740?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/t1503?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.06585?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.06585?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/aldrich/383317?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/567530?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/p3911?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/x100?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/phr2669?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/71995?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/c2432?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/e5134?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/e5134?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/459828?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.15363?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/p1379?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/g5516?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/t6399?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/695092?userType=anonymous&primary=false
https://pdf.dutscher.com/doc/7/70/702/702611/702611_FDSen.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/phr1359?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/a92902?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/7910-op?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/223530?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/p7170?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/b5525?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/a3678?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.09203?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.09203?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/69143?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/c6158?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/d8885?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/335940?userType=anonymous&primary=false
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Magnesium chloride Hexahydrate
Tributyl phosphine
DL-Lanthionine

Ammonium Acetate

Agar

Calcium Chloride

Sodium Citrate

Sodium phosphate monobasic

dihydrate
Potassium Hydroxide

Dimethyl Sulfoxide

MES

Giemsa stain

Glycogen

Folin & ciocalteu’s phenol reagent
Trisodium citrate anhydrous (acido

citrico)

Coomassie Brilliant blue
Protein assay dye reagent
Sodium salicylate
DEPC-Treated water
Phenylmethanesulfonyl fluoride
Alizarin Red S

Alcian Blue

Hydrochloric Acid HCL

Acetone

D (+) Glucose anhydrous
Hematoxyline
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide

(MTT)
DTT

Propidium iodide
Bovine serum Albumin
RIPA buffer

TEMED

LAEMMI sample buffer

Acid-phenol



https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/m2670?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/aldrich/90827?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/l8543?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.01116?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/a1296?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.02378?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/aldrich/71498?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.06345?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.06345?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.05033?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/d2653?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/m8250?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/g5637?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/361507?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/47641?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/s1804?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sial/s1804?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.12553?userType=anonymous&primary=false
https://bio-rad-sds.thewercs.com/DirectDocumentDownloader/Document?prd=HRLS00007~~PDF~~MTR~~XGHS~~BE
https://www.fishersci.it/store/msds?partNumber=10030460&productDescription=Sodium%20Salicylate%2C%20Extra%20Pure%2C%20SLR%2C%20Fisher%20Chemical%E2%84%A2&language=EN&subFormat=CLP1&countryCode=IT&vendorId=
https://documents.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/SDS/R0601_MTR-EULT_BE.pdf
https://www.merckmillipore.com/CY/en/sds/mm/52332?userType=anonymous
https://www.merckmillipore.com/CY/en/sds/mm/1.06278?userType=anonymous
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/a5268?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.00317?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigald/179124?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.08337?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/h9627?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/m5655?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/m5655?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/m5655?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/3860-op?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/p4170?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/a7030?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/20-188?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/t9281?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/70607?userType=anonymous&primary=false
https://documents.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/SDS/AM9720_MTR-EULT_IT.pdf
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Methanol

Isopropyl alchool
TriREAGENT (TRIZOL)
DMEM

RPMI 1640

Pen/strep solution
Glutamine solution

Optimem
Amphotericin
Lipofectamine RNAimax

Ammonium persulphate
Protease inhibitor cocktail

Immobilon millipore



https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/1.06007?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/aldrich/w292907?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/93289?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/d0822?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/r8758?userType=anonymous&primary=false
https://documents.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/SDS/15140122_MTR-EULT_IT.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/59202c?userType=anonymous&primary=false
https://documents.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/SDS/31985062_MTR-EULT_IT.pdf
https://documents.thermofisher.com/DirectWebViewer/private/document.aspx?prd=ACR45549~~PDF~~MTR~~CLP1~~IT~~2023-10-07%2006:16:32~~Amphotericin%20B~~
https://documents.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/SDS/13778150_MTR-EULT_IT.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/sigma/a3678?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/es/sds/sigma/p8849?userType=anonymous&primary=false
https://www.sigmaaldrich.com/IT/en/sds/mm/wbluf?userType=anonymous&primary=false

