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Introduzione. I recettori tirosino-cinasici

| RECETTORI TIROSINO-CINASICI

La sopravvivenza degli organismi pluricellulari dipende da una complessa rete di
comunicazione fra cellule, che coordina la crescita, il differenziamento e il
metabolismo delle cellule nei diversi organi e tessuti. Questa comunicazione €
mediata principalmente da molecole segnale extracellulari, sostanze sintetizzate da
diversi tipi cellulari che inducono una risposta specifica nelle cellule bersaglio.

Tutte le cellule sono dotate di complessi sistemi per la ricezione di segnali
provenienti dall’ambiente o da altre cellule, chiamati recettori. | recettori possono
essere sia proteine intermembranarie del plasmalemma sia proteine citosoliche,
legano la molecola segnale e trasducono I’informazione all’interno della cellula,
tramite ’attivazione o il reclutamento di molecole che amplificano il segnale e infine
inducono I’effetto cellulare specifico. Il ligando non ha altra funzione che quella di
attivare il recettore, che quindi segnalera alla cellula che un particolare prodotto €
presente nell’ambiente. La cellula puo spesso modificare o degradare il ligando e in

questo modo modificare o terminare la risposta.

I recettori di membrana possono essere divisi in quattro classi:

e Recettori accoppiati a proteine G: il legame al recettore causa 1’attivazione di una

proteina G, che a sua volta attiva o inibisce un enzima che genera uno specifico
secondo messaggero o0 modula un canale ionico.

e Recettori a canale ionico: il legame cambia la conformazione del recettore-

canale, che permette cosi il passaggio di ioni attraverso di esso, il conseguente
spostamento di cariche altera il potenziale elettrico di membrana.

e Recettori legati a tirosino-cinasi: il recettore non ha attivita catalitica intrinseca,

ma I’interazione con il ligando causa la formazione di un recettore dimerico che
interagisce o attiva una o piu proteine tirosino-cinasiche citosoliche.

e Recettori con attivita enzimatica intrinseca: diversi tipi di recettori hanno una

propria attivita catalitica, che si manifesta in seguito ad interazione con il
ligando. Ad esempio alcuni recettori di questo tipo causano la conversione di
GMP in c-GMP, altri agiscono come fosfatasi, rimuovendo il gruppo fosfato da
proteine bersaglio e modificando percio la loro attivita. | recettori di molti fattori

di crescita e il recettore dell’insulina hanno attivita proteino-cinasica, Si
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Introduzione. I recettori tirosino-cinasici

distinguono in recettori serino-treonino cinasici e recettori tirosino-cinasici, in

base al sito di fosforilazione delle proteine bersaglio.

La struttura degli RTK

Molti fattori di crescita, ormoni e altre molecole segnale controllano importanti
risposte biologiche, quali proliferazione, differenziazione, migrazione, metabolismo
e sopravvivenza, legandosi e attivando recettori con attivita tirosino-cinasica
intrinseca (RTK), presenti sulla superficie cellulare. Gli RTK sono importanti
regolatori del livello di fosforilazione in tirosina all’interno della cellula e mediatori
della segnalazione intracellulare.

Sono stati scoperti circa 60 recettori RTK, suddivisi in 16 diverse famiglie, e 1’analisi
del genoma umano ha confermato questo catalogo (Manning G et al., 2002). |
recettori sono stati classificati in diversi gruppi in base alle caratteristiche della
sequenza amminoacidica e ,all’interno di ogni gruppo, le caratteristiche strutturali del
dominio extracellulare determinano la specificita per il ligando. Nella porzione
extracellulare si  possono trovare sequenze ricche in cisteina, domini
immunoglobulinici, motivi EGF, etc, presenti singolarmente o in diverse

combinazioni,

e La famiglia del recettore del PDGF (platelet derived growth factor): recettori con

un numero variabile di domini immunoglobulinici nel versante extracellulare e
con una sequenza di inserzione nel dominio catalitico contenente molti siti di
autofosforilazione. Fanno parte di questa famiglia, oltre al recettore del PDGF,
I’SCF-R e il CSF-1R ,FIk1, FIt1 e Flt4. I ligandi di questo gruppo sono gli unici
che si presentano legati covalentemente a formare un dimero.

e La famiglia del recettore dell’FGF (fibroblast growth factor): anche i recettori di

questa famiglia presentano sul lato extracellulare sequenze ripetute di tipo
immunoglobulinico, di cui alcune implicate nell’interazione con il ligando, e
hanno un’inserzione nel dominio cinasico.

e La famiglia del recettore insulinico: comprende il recettore per 1’insulina, il

recettore dell’IGF1, IRR, Ros e Ltk. I recettori di questa famiglia sono costituiti
da un eterotetramero, con due catene alfa sul lato extracellulare e due catene beta

che attraversano la membrana.
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e La famiglia del recettore del’EGF (epidermal growth factor): comprende quattro
membri, EGFr, Erb-B2, Erb-B3, Erb-B4. 1l recettore dell’EGF presenta due

domini extracellulari glicosilati e ricchi in cisteina e fra questi due domini si

trova la regione di legame per il fattore di crescita.

Tutti gli RTK presentano una struttura simile: sul versante extracellulare un grande
dominio glicosilato per legare il fattore di crescita, un singolo segmento
transmembrana e una porzione citoplasmatica che comprende una regione
iuxtamembrana, il dominio tirosino-cinasico, e la coda carbossiterminale. Sono
presenti poi sottodomini regolatori che influenzano il legame al substrato e la
fosforilazione e sottodomini responsabili della dimerizzazione e dei cambiamenti
strutturali conseguenti all’attivazione.

La sequenza iuxtamembrana non e molto conservata fra le varie famiglie, ma le
diverse sequenze sono molto simili fra membri della stessa famiglia e sembra che
questo dominio possa giocare un ruolo nella modulazione delle funzioni del recettore
in risposta a stimoli diversi (Hubbard SR, 2001).

Il dominio tirosino-cinasico, che si trova nella porzione citoplasmatica del recettore,
presenta due siti distinti, uno per legare il magnesio e I’ATP, 1’altro ¢ coinvolto nel
meccanismo di catalisi. Questo dominio e il responsabile dell’attivazione della
segnalazione cellulare e ed é quindi il pit conservato nei recettori RTKs, mutazioni
di una singola lisina nel sito di legame dell’ATP bloccano 1’attivita cinasica e
inattivano completamente le funzioni biologiche del recettore.

Gli RTK differiscono molto invece nella sequenza carbossiterminale, questa regione
e coinvolta nella regolazione dell’attivita cinasica e contiene diversi residui di
tirosina che possono essere fosforilati in seguito a stimolazione e che sono di
fondamentale importanza per la trasduzione del segnale.

Data la loro struttura, gli RTKS possono essere considerati enzimi allosterici associati
alla membrana, con un dominio di interazione per il ligando e un dominio tirosino-
cinasico separati dalla membrana plasmatica (Ullrich A et al., 1990). Il loro compito
¢ quello di trasferire il fosfato gamma dell’adenosina trifosfato (ATP) al gruppo
idrossilico dei residui di tirosina presenti sulla propria catena polipeptidica e su

quella di vari substrati.
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Attivazione e regolazione degli RTK

In seguito ad interazione con il ligando, I’attivazione degli RTK e la cascata di
trasduzione del segnale avvengono secondo una serie di tappe comuni.

Il primo passo per I’attivazione di un RTK é la dimerizzazione, ovvero si stabilisce
un’interazione fra i domini citoplasmatici di due recettori adiacenti, che sono cosi in
grado di regolare [I’attivita cinasica 1'uno dell’altro (Heldin CH, 1995). La
dimerizzazione pu0 avvenire fra due recettori identici (omodimerizzazione) o fra
membri diversi appartenenti alla stessa famiglia (eterodimerizzazione) (Schlessinger
J et al.,2000), I’eterodimerizzazione aumenta il repertorio di ligandi e permette
I’attivazione di diverse vie di segnalazione.

I modo in cui il ligando interagisce con il recettore e ne induce la dimerizzazione é
specifico per ogni classe di recettori. Ad esempio, il PDGF & esso stesso in forma
dimerica, quindi pu0 interagire contemporaneamente con due recettori e favorirne la
dimerizzazione (Heldin CH et al, 1989). Nel caso dell’insulina, invece, il recettore Si
presenta gia come omodimero o eterodimero, formato da due catene polipeptidiche
tenute insieme da ponti disolfuro, percio il ligando non induce la dimerizzazione, ma
probabilmente provoca un cambiamento conformazionale nel recettore, attivandolo.

Il segmento transmembrana sembra avere un ruolo attivo nella dimerizzazione degli
RTK e nel corretto allineamento del recettore, necessario per 1’attivazione e per la
segnalazione (Burke CL et al., 1997).

La dimerizzazione indotta dal ligando causa I’attivazione del dominio catalitico, che
avviene tramite trans-fosforilazione, ovvero all’interno del dimero ogni recettore
fosforila I’altro su specifici residui di tirosina (Hubbard SR, 1999) (fig.1). Nello stato
non fosforilato il recettore ha bassa attivita catalitica, a causa della conformazione di
un dominio della regione cinasica, che interferisce con la sua attivita, la
fosforilazione del dominio cinasico rimuove I’inibizione, 1’attivita catalitica aumenta

notevolmente e persiste per un certo tempo.
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Figura 1. Attivazione dei recettori tirosino-cinasici: interazione ligando-recettore, dimerizzazione del

ATP ==

recettore e trans-fosforilazione.

L’attivazione del dominio tirosino-cinasico causa 1’autofosforilazione di specifici
residui di tirosina nella regione citoplasmatica del recettore, fra cui alcune tirosine
del dominio cinasico, che aumentano ulteriormente 1’attivita catalitica intrinseca del
recettore, e tirosine presenti in zone diverse dal dominio cinasico, che creano siti di
attacco per molecole bersaglio (fig.2).

Molte proteine contengono motivi con cui legano il recettore fosforilato, come i
domini SH2 (src homology domains di tipo 2), sequenze di circa 100 amminoacidi,
con una struttura globulare che sporge rispetto al resto della proteina e una tasca con
sequenza conservata che serve ad interagire con le tirosine fosforilate del recettore
(Booker GW et al., 1992), o i domini PTB, che interagiscono anch’essi con le
tirosine fosforilate.

Le proteine che si legano al recettore fosforilato possono essere proteine adattatrici,
che fanno da intermedio fra il recettore e le proteine segnalatorie a valle, oppure
enzimi, la cui attivita e regolata direttamente dal recettore per fosforilazione e che a
livello della membrana trovano i substrati con cui interagire, o anche proteine
strutturali che vengono fosforilate e attivate dal recettore e mediano i riarrangiamenti

della membrana e del citoscheletro.
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Figura 2. Le Tyr fosforilate del recettore creano siti di attacco per le molecole segnale.

I vari componenti delle vie di trasduzione interagiscono tramite i domini SH2, PTB o
di altro tipo, come i domini SH3, caratterizzati da una sequenza di circa 60
amminoacidi con struttura globulare, che lega corte sequenze ricche in prolina, i
domini PH che riconoscono e legano i fosfolipidi di membrana, o i domini PDZ che
legano residui di valina C-terminali in un particolare contesto.

Ad esempio Grb2 & un importante adattatore della via di segnalazione ras/raff MAPK,
contiene sia sequenze SH2 sia SH3, in questo modo puo legare una proteina
citoplasmatica tramite il dominio SH3 e portarla al recettore RTK attivato a cui Si
lega tramite SH2.

Le vie di segnalazione piu conosciute degli RTK sono la via ras/MAPK e la via
P13chinasi/Akt, ma ne sono state descritte molte altre, ad esempio I’EFG-R stimola
direttamente la fosforilazione e la traslocazione nucleare di molecole segnale e di
attivatori della trascrizione come STAT (fig.3).

Inoltre gli RTK o i loro frammenti proteolitici possano essere attivi anche all’interno
della cellula e addirittura nel nucleo, dove potrebbero agire direttamente come fattori

trascrizionali. (Wells et al., 2002).
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Figura 3. Vie di segnalazione dei recettori tirosino-cinasici e attivazione della trascrizione

Gli RTK svolgono un ruolo fondamentale nella segnalazione cellulare, percio la loro
attivita deve essere finemente regolata.

Si ha un controllo a livello genico sulla trascrizione e traduzione dei geni dei
recettori e dei rispettivi ligandi, poi c¢’¢ anche una regolazione specifica del recettore
attivo, che determina ’intensita e la durata della segnalazione.

Il primo livello di regolazione é il dominio catalitico stesso, la cui fosforilazione
controlla direttamente D’attivita cinasica (Hubbard SR et al., 1998); lo stato di
fosforilazione del recettore e controllato poi in modo specifico dall’attivita delle
proteine fosfatasi, che rimuovono il gruppo fosfato dalle tirosine dei recettori e in
questo modo li inattivano (Ostman A, Bohmer FD, 2001). Un altro importante
meccanismo di regolazione € la down regulation, ovvero 1’endocitosi del complesso
ligando-recettore, che allontana il recettore dalla superficie cellulare; il recettore, una
volta endocitato puo seguire destini diversi, puo essere degradato in seguito a fusione
dell’endosoma con un lisosoma, oppure essere riciclato e riportato sulla superficie
cellulare.

Le proteine tirosino-fosfatasi (PTPs) catalizzano la rimozione del gruppo fosfato da
residui di fosfotirosina tramite una reazione idrolitica, con una funzione opposta alle
protein cinasi. Le PTP hanno pima di tutto la funzione di mantenere bassi i livelli di
fosforilazione in tirosina del recettore in assenza di ligando, infatti, se si trattano le
cellule con inibitori delle PTP si ha un’attivazione ligando-indipendente del
recettore. Le fosfatasi poi controllano anche i livelli di fosforilazione del recettore in

forma attiva: gli RTK, dopo essere stati attivati dal ligando e aver segnalato per un
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certo tempo, vanno incontro a rapida defosforilazione ed inattivazione per opera di
specifiche fosfatasi.

Le PTP sono a loro volta finemente regolate e, in quanto potenti regolatori degli
RTK, sono oggetto di studio come bersaglio di nuovi farmaci per patologie correlate

ad un malfunzionamento degli RTK.

Alterazioni dei recettori

Un’alterazione o un mal funzionamento degli RTK puo0 causare 1’insorgere di diverse
patologie, prima fra tutte la trasformazione neoplastica (Blume-Jensen P, Hunter T,
2001).

Nelle cellule tumorali gli RTK sono spesso costitutivamente attivi, a causa di
mutazioni della sequenza genica o di alterazioni dell’espressione.

In alcuni casi si puo avere la trasduzione, ad opera di un retrovirus, di un
protoncogene che altera il gene normale; ad esempio il virus dell’eritroblastosi
aviaria trasduce 1’oncogene Vv-erbB, che codifica un recettore EGF-R tronco, con
delezione del dominio di legame, un altro esempio ¢ 1’oncogene v-ros, che differisce
dal gene cellulare c-ros in quanto manca quasi completamente del dominio
extracellulare e presenta un’inserzione di tre amminoacidi nel segmento
transmembrana che rende la molecola costitutivamente attiva.

Anche [’overespressione di un recettore normale spesso contribuisce alla
trasformazione neoplastica. ErbB2, ad esempio, inizialmente fu identificato come
gene amplificato nello sviluppo del tumore del seno e delle ghiandole salivari; ErbB2
e coinvolto infatti in molti tipi di carcinomi, come il tumore al seno o all’utero, il
carcinoma a cellule squamose e il glioblastoma, nei quali il gene € normale, ma é

amplificato o overespresso.
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IL RECETTORE DEL PDGF

La molecola segnale

Il Platelet derived growth factor (PDGF) fu uno dei primi fattori di crescita ad essere
caratterizzato, fu scoperto inizialmente come costituente del siero e purificato dai
granuli o delle piastrine, i principali siti di accumulo di questo fattore, (Antoniades
HN et al.,1979; Heldin CH,1979), successivamente fu trovato in vari altri tipi
cellulari.

Il PDGF e proteina dimerica, formata da due catene polipeptidiche tenute insieme da
ponti disolfuro; fino ad oggi sono stati scoperti cinque diversi dimeri, formati da
quattro catene polipeptidiche diverse, A, B, C e D, che sono codificate da altrettanti
geni.

Inizialmente furono identificate le catene proteiche A e B, queste sono lunghe circa
100 residui amminoacidici ciascuna, presentano otto residui di cisteina molto ben
conservati, due dei quali sono coinvolti nel legame con I’altra subunita del dimero,
mentre gli altri formano legami disolfuro intracatena. Le catene A e B sono
sintetizzate come precursori, subiscono un taglio proteolitico a livello della sequenza
N-terminale e, nel caso della catena B, anche della sequenza C-terminale. Le
piastrine e tutte le cellule che normalmente esprimono sia la catena A che la B,
assemblano i dimeri in modo casuale e contengono percio tre isoforme di PDGF
(AA, AB, BB).

Le catene C e D del PDGF sono state isolate piu recentemente (Bergsten E et al.,
2001; La Rochelle WJ et al., 2001; Li X et al., 2000) sono lunghe rispettivamente
345 e 370 residui amminoacidici, presentano una struttura a due domini, un dominio
CUB N-terminale e un dominio PDGF/VEGF (vascular endotelial growth factor) C-
terminale. Le forme del PDGF C e D sono secrete come omodimeri (CC e DD) e non
ci sono prove che esista 1’eterodimero; il dominio CUB, di circa 110 amminoacidi,
deve essere rimosso affinché la proteina possa legare e attivare il recettore. Il PDGF
C presenta gli otto residui di cisteina tipici del gruppo e altre quattro cisteine
caratteristiche, localizzate fra questi; il PDGF D manca invece della quinta cisteina,

ma questo non sembra alterare la sua attivita biologica.
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Le quattro isoforme di PDGF sono codificate da geni che presentano
un’organizzazione simile. | geni delle catene A e B del PDGF si trovano sui
cromosomi 7 e 22 (Betsholtz C et al.,1984) e sono organizzati in sei esoni: I’esone 1
codifica per la sequenza segnale, gli esoni 2 e 3 per sequenze della proteina
precursore che vengono rimosse durante il processamento, gli esoni 4 e 5 codificano
per gran parte della proteina matura, 1’esone 7 ¢ prevalentemente non codificante;
I’esone 6 codifica per una sequenza N-terminale, che viene rimossa nella
maturazione della catena B, mentre nella catena A puo essere 0 non essere rimossa,
dando luogo a due diverse forme di splicing. | geni delle catene C e D si trovano sui
cromosomi 4 e 11 (Uutela M et al., 2001), hanno organizzazione simile ai geni delle
catene A e B del PDGF, anche se sono molto piu lunghi, per la presenza di una
sequenza intronica; la struttura in esoni € simile, con la differenza che i domini 2 e 3
codificano per il dominio CUB.

Il PDGF e sintetizzato da molti tipi cellulari e la sua sintesi € spesso aumentata in
risposta a stimoli esterni, come I’esposizione alla bassa tensione di ossigeno, la
presenza di trombina, di fattori di crescita o citochine. Molte cellule esprimono
diversi tipi di catene del PDGF, ma la loro espressione € regolata in maniera
indipendente sia a livello trascrizionale che post-trascrizionale.

A livello genico ci sono diverse sequenze coinvolte nella regolazione della
trascrizione, ad esempio le regioni dei promotori contengono diverse sequenze
regolatrici, nel gene del PDGF B si trova il cosiddetto elemento prossimale di sis
(SPE) a livello dei nucleotidi - 64 - 45, che lega i fattori trascrizionali Spl e Sp3,
mentre nel gene del PDGF A, a livello dei nucleotidi - 115 - 33, ci sono zone ricche
in GC che legano i fattori Spl e Egr-1, e regolano I’attivazione del promotore; ci
sono poi sequenze che legano fattori di trascrizione come AP-1 e Ets, e anche
elementi coinvolti nella trascrizione del PDGF indotta da trombina. 1l gene PDGF C
ha un promotore molto simile a quello di A, con sequenze ricche in GC, mentre si sa
poco del promotore del gene D.

Un secondo livello di regolazione si ha sulla traduzione del messaggero, ad esempio,
I’'m-RNA precursore di 3,5 Kb del gene del PDGF B contiene una lunga sequenza
non tradotta in 5°, che agisce da inibitore della traduzione; con il processamento
guesta sequenza viene persa, e i due trascritti di 2,8 Kb e 2,6 Kb non presentano piu

effetto inibitorio.
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Nei geni del PDGF A ¢ B I’esone 6 codifica per una sequenza che media le
interazioni con la matrice e che pud causare anche ritenzione della molecola
all’interno della cellula produttrice (¢ detta sequenza di ritenzione). 11 PDGF
interagisce con la matrice legandosi a vari tipi di collagene, come la trombospondina,
il complesso osteopontina/SPARC e I’eparan-solfato, con un legame elettrostatico tra
I residui basici del PDGF e le cariche negative dell’eparan-solfato. Nel caso della
catena B, il precursore contiene ancora la sequenza di ritenzione e puo essere
trattenuto nella matrice, in seguito a maturazione, la sequenza C-terminale viene
rimossa e la molecola puo diffondere. Per la catena A esistono invece due forme di
splicing: una forma piu corta, priva della sequenza C-terminale, che puo diffondere
nei tessuti e agire a distanza, e una seconda forma piu lunga, con la sequenza C-
terminale intatta, che viene trattenuta dalla matrice e agisce sulla cellula produttrice e
sulle cellule vicine.

Il PDGF non interagisce solo con le molecole della matrice, ma anche con proteine
solubili. Ad esempio, I’omodimero BB puo legare la a2-macroglobulina, che in
questo modo regola la quantita di PDGF disponibile per i recettori; da cellule della
retina del topo é stata isolata una proteina che lega il PDGF (detta proteina associata
al PDGF, o PAP), che lega sia la forma A che la B e ne regola diversamente 1’attivita
(Fisher WH, Schubert D, 1996).

Con studi di mutagenesi sono stati localizzati gli epitopi responsabili del legame con
il recettore, che si trovano nel loop 1 e 3, ma sembra coinvolto anche il loop 2
(Andersson JG et al., 1995; Clements JM et al.,1991), ogni molecola di PDGF

contiene due epitopi simmetrici, derivanti dalla struttura di entrambe le catene.

Il recettore

Il recettore del PDGF (PDGF-R) esiste in due diverse isoforme, chiamate o e f. Il
gene del recettore a si trova sul locus cromosomico 4q12, il gene del recettore 3 sul
locus 5q33; i due geni sono trascritti in m-RNA, il quale viene poi tradotto in una
proteina precursore, successivamente glicosilata a livello del reticolo
endoplasmatico, fino ad ottenere la forma matura dei due recettori, con peso

molecolare rispettivamente di 170 e 180 KDa.
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Introduzione. Il recettore del PDGF

Entrambe le isoforme presentano una struttura di questo tipo: una regione
extracellulare con cinque domini immunoglubulinici, un segmento transmembrana,
un dominio regolatore iuxtamembrana, un dominio cinasico e una coda
citoplasmatica (fig.4). Il dominio cinasico contiene una sequenza di inserzione
caratteristica, tipica di questa classe e priva di omologia con quelle di altri RTK
(Claesson Welsh L et al.,1989; Matsui T et al.,1989; Yarden Y et al.,1986).

=—I|g lika
domain

OO0

PDGF
recaeptor

Figura 4. Struttura del recettore del PDGF: regione extracellulare con cinque domini
immunoglubulinici, segmento transmembrana, dominio regolatore iuxtamembrana, dominio cinasico

e coda citoplasmatica

Gli epitopi del recettore coinvolti nel legame con il PDGF si trovano nei tre domini
immunoglobulinici piu esterni, il piu importante per il legame sembra essere il
dominio 1g2 (Lokker NA et al.,1997; Miyazawa K et al.,1998).
Come detto precedentemente, il PDGF, essendo dimerico, pu0 interagisce con due
recettori contemporaneamente e favorirne la dimerizzazione (Bishayee S et al.,1989;
Heldin CH et al.,1989). Le due isoforme del recettore si associano dando luogo a tre
diversi tipi di dimero: oo, BB, of, i quali attivano diverse e specifiche vie di
trasduzione. Una volta formato, il dimero é stabilizzato da interazioni dirette
recettore-recettore a livello dei domini Ig4 (Omura T et al.,1997), anche la
formazione del complesso fra fattore di crescita e recettore sembra coinvolgere
interazioni dirette fra i recettori.
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Introduzione. Il recettore del PDGF

Le isoforme di PDGF hanno affinita diversa per i tre recettori: il PDGF AA attiva
solo il dimero ao, il PDGF AB e il PDGF CC possono attivare sia il recettore aa Sia
il BB, il PDGF BB attiva tutte e tre le isoforme (Seifert RA et al.,1989; Kanakaraj P
et al.,1991), mentre il PDGF DD attiva solo il recettore B (Bergsten E et al., 2001;
Gilbertson DG et al., 2001) (fig.5).

2
=

Figura 5. | vari tipi di PDGF (PDGF AA, BB, AB, CC, DD) interagiscono solo con alcune forme di

(2)
8
8

o o o

B B

omodimero e eterodimero dei recettori ae f.

I diversi dimeri di PDGF-R trasducono segnali cellulari simili, ma non identici.
L’eterodimero ¢ ancora poco conosciuto, mentre si hanno molte pit informazioni sul
ruolo funzionale dei due omodimeri aa e Bf. Entrambi trasducono potenti segnali
mitogeni, anche se la forma a sembra essere piu mitogenica; entrambi causano la
riorganizzazione dell’actina, ma solo la forma BB provoca la comparsa di
caratteristiche strutture circolari sulla superficie dorsale della cellula (Eriksson A et
al.,1992). L’attivazione della forma [ stimola la chemiotassi, mentre sembra che
I’attivazione della forma a possa stimolarla in alcune cellule, e inibirla in altre, come
fibroblasti e cellule muscolari lisce (Siegbalhn A et al., 1990; Yokote K et al., 1996).
Entrambi i recettori, ma soprattutto la forma B, mediano I’incremento della
concentrazione intracellulare di Ca®".

| recettori a e p legano diversamente il PDGF e trasducono segnali diversi, percio la
risposta di una cellula alla stimolazione dipendera dal tipo di recettori che possiede.

Le cellule comunemente bersaglio del PDGF sono i fibroblasti e le cellule muscolari
17
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lisce, che esprimono entrambi i recettori, ma maggiormente la forma f; altre cellule
esprimono solo la forma o (come le piastrine e i precursori gliali O-2A), altre solo la
forma B (ad esempio le cellule dell’endotelio capillare nel topo).

L’espressione dei recettori del PDGF nelle cellule non ¢ costante, ma dipende dalle
condizioni fisiologiche e dalla presenza di altri fattori stimolanti la crescita. Ad
esempio, nelle cellule connettivali I’espressione dei recettori normalmente ¢ bassa,
ma aumenta in stato di inflammazione (Rubin K et al.,1988), mentre nel topo un
trattamento con estrogeni aumenta 1’espressione del recettore nell’utero e nella
vagina (Gray K et al.,1995).

Altri fattori, come I’FGF, il lipopolisaccaride, 1’interleuchina 1 e il tumor necrosis
factor (TNF) possono aumentare o ridurre selettivamente 1’espressione di uno dei

due tipi di recettore, con effetti differenti sui diversi tipi cellulari.

L’attivazione e la segnalazione del PDGF-R

L’attivazione del recettore del PDGF, come per tutti gli RTK, dipende dalla
formazione del dimero indotta dal ligando, le regioni intracellulari dei due recettori
adiacenti interagiscono e si ha trans-fosforilazione su residui di tirosina.

Il PDGF dimerico interagisce con il proprio recettore, si ha dimerizzazione e
attivazione del dominio catalitico del recettore (fig.6). Il primo evento conseguente
all’attivazione del dominio cinasico € 1’autofosforilazione del recettore, e la
soppressione dell’attivita delle fosfatasi. L’autofosforilazione ha due importanti

849

funzioni: primo, la fosforilazione di uno specifico residuo di tirosina (Tyr" ™ nel

recettore o e Tyr®’

delle cinasi (Fantl WJ et al., 1989; Kazlauskas A, Cooper JA, 1989), secondo,

nel recettore B) porta ad un incremento dell’efficienza catalitica

I’autofosforilazione su residui al di fuori del dominio cinasico crea siti di legame per

molecole segnale contenenti domini SH2.
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Figura 6. Attivazione del PDGF-R: il PDGF & una molecola di forma dimerica, interagisce
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contemporaneamente con due recettori favorendone la dimerizzazione.

Il meccanismo di inibizione delle fosfatasi coinvolge la produzione di perossido di
idrogeno dipendente da PDGF (Sundaresan M, 1995). L’aumento di perossido di
idrogeno causa l’ossidazione di una cisteina essenziale nel sito catalitico delle
fosfotirosino-fosfatasi, e le inattiva (Meng TC et al.,2002); la produzione il perossido
di idrogeno dipende dall’attivazione della PI3K (phosphoinositide 3 kinase), un
enzima attivato dalle vie di segnalazione del recettore, quindi I’inattivazione delle
fosfatasi serve principalmente ad amplificare la fosforilazione in tirosina.

Nel giro di pochi minuti dall’attivazione del recettore vengono reclutate molte
proteine coinvolte nelle vie di segnalazione. La fosforilazione del PDGF-R su
specifici residui di tirosina crea i siti di legame per proteine che possiedono domini
SH2, queste si legano al recettore fosforilato, vengono traslocati alla membrana
cellulare e hanno cosi piu facile accesso ai substrati con cui devono interagire.

Molte proteine con domini SH2 sono in grado di legare sia il recettore o sia il f,
alcune sono enzimi, come PI3K, PLC-y (phospholipase C gamma), le cinasi della
famiglia di Src, le tirosino-fosfatasi SHP-2, e una GAP (GTPase activating protein)
di Ras, altre, come Grb2, Grb7, Nck, Shc e Crk sono molecole adattatrici, cioé

collegano il recettore alle molecole a valle della via di trasduzione.
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Introduzione. Il recettore del PDGF

Anche alcuni membri della famiglia di STAT legano il PDGF-R, questi sono fattori
trascrizionali che, in seguito a fosforilazione, dimerizzano e migrano nel nucleo,

dove attivano la trascrizione di specifici geni.

Ogni molecola con dominio SH2 che si lega al PDGF-R attiva una diversa via di

trasduzione del segnale (fig.7):

Figura 7. Le Tyr fosforilate sul recettore attivo creano siti di legame per le molecole segnale.

Fosfatidil-inositolo 3 cinasi

I membri della famiglia delle PI3K che interagiscono con i recettori tirosino-cinasici
sono proteine formate da una subunita regolatrice p85 e una subunita catalitica p110.
Il loro principale substrato e il fosfatidil-inositolo 4,5 bisfosfato, che viene fosforilato
a fosfatidil-inositolo 3,4,5 trisfosfato (PIP3). In seguito a legame con il PDGF-R

(tramite le tirosine fosforilate del recettore Tyr'* 751

e Tyr"™"), la subunita p85 subisce
un cambiamento conformazionale, che viene trasmesso alla subunita p110 e la attiva;
I’enzima si trova cosi ancorato tramite il recettore alla membrana, dove pud
interagire con i suoi substrati. La PI3K ha un ruolo centrale nella trasduzione del
segnale all’interno della cellula: puo essere attivata da molti segnali diversi, ha un
gran numero di molecole effettrici a valle, e media molte diverse risposte cellulari,
come la riorganizzazione dell’actina, la chemiotassi, la crescita cellulare e gli effetti
anti-apoptotici. La PI3K ad esempio attiva alcuni membri della famiglia di Rho,
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piccole proteine G monomeriche, che sembrano essere importanti per la
riorganizzazione dell’actina e per la chemiotassi (Hawkins PT et al., 1995;
Hooshmand-Rad R et al., 1997). In particolare la PI3K attiva Rho, che e coinvolta
nella formazione di fibre da stress, Rac, responsabile del fenomeno di ruffling delle
membrane, e Cdc42, necessaria per la formazione di filopodi. Il PIP3, formato dalla
PI3K ¢ coinvolto nell’attivazione di due serina-treonina cinasi, PKB (conosciuta
anche come Akt) e PDK1 (phosphatidylinositol dependent kinase 1), importanti per i
loro effetti proliferativi e anti-apoptotici (Dudek HS et al., 1997; Kauffmann-Zeh A
et al., 1997). Sia PDK1 che PKB si legano tramite un dominio PH al PIP3 a livello
della membrana. PKB viene fosforilata da PDK1 sul residuo Thr®; in seguito alla
fosforilazione diviene attiva e fosforila diversi substrati, tra cui Bad e il fattore di
trascrizione Fkhrl, sopprimendo il loro effetto pro-apoptotico. Tramite Rac, che
media D’attivazione della NADPH-ossidasi, la PI3K & coinvolta anche nella
produzione di H,0,. Questa ¢ essenziale per I’inattivazione delle fosfatasi e quindi

per il mantenimento della fosforilazione in tirosina e per I’attivazione del recettore.

Fosfolipasi C-y

Il recettore attivato recluta anche la PLC-y, un enzima con due domini SH2, un
dominio SH3 e due domini PH. Il legame della PLC-y al PDGF-R comporta la
fosforilazione di questo enzima su specifici residui di tirosina, e I’aumento della sua
attivita catalitica (Meisenhelder J et al.,1989).

La piena attivazione della PLC-y dipende dalla PI3K, poiché I’inositolo 3,4,5
trisfosfato formato da questo enzima lega il dominio PH della PLC-y e pu0 ancorarla
alla membrana. La PLC-y agisce sugli stessi substrati della PI3K, come il fosfatidil-
inositolo 4,5 bisfosfato, generando due messaggeri con diverse e specifiche funzioni:
I’IP3 (inositolo 1,4,5 trisfosfato) e il DAG (diacilglicerolo).

L’IP3 ha la funzione di mobilitare il Ca** dalle riserve cellulari (Berridge MJ, 1993);
e una molecola polare, migra nel citosol, e agisce come fattore allosterico positivo
sui canali del Ca** del reticolo endoplasmatico. In seguito all’apertura dei canali, la
concentrazione del Ca®* aumenta sensibilmente nel citosol e porta all’attivazione di
alcuni enzimi, tra cui la fosfolipasi A2, che stacca I’acido arachidonico dai
fosfolipidi di membrana e lo rende disponibile per la sintesi di molecole coinvolte

nella risposta infiammatoria (prostaglandine e leucotrieni). 1l Ca* si lega anche alla
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calmodulina, e il complesso Ca**/calmodulina attiva vari enzimi, tra cui le CaMPK
(cinasi attivate da calmudulina), I’adenilato ciclasi, la NO-sintasi (ossido nitrico
sintasi), etc, generando diverse risposte cellulari.

Il DAG invece resta ancorato alla membrana e porta all’attivazione di una serina-
treonina cinasi, la PKC. La PKC presenta un dominio calmodulin-like, tramite il
quale lega Ca**, questo legame causa un riarrangiamento conformazionale e permette
la traslocazione della proteina alla membrana, dove viene attivata dal DAG. La PKC
attiva fosforila varie proteine, tra cui lo scambiatore Na'/H*, che contribuisce

all’alcalinizzazione del citoplasma.

Src

Le tirosino-cinasi della famiglia di Src sono proteine ancorate alla membrana e
caratterizzate dalla presenza di un dominio catalitico, un dominio SH3 e un dominio
SH2. Nella forma inattiva un residuo fosforilato di tirosina a livello della coda C-

terminale (Tyr®?’

) media le interazioni con altre molecole che mantengono la cinasi
inattiva; il legame tramite il dominio SH2 al PDGF-R fosforilato comporta la
defosforilazione della tirosina C-terminale e la fosforilazione di altre tirosine (tra cui
Tyr*'®), nei domini SH2 e SH3, che porta all’attivazione di Src.

Src é coinvolto sia nel riarrangiamento del citoscheletro sia nell’induzione della
duplicazione cellulare. Src nella forma attiva fosforila varie proteine del
citoscheletro, proteine delle placche di adesione, come FAK (focal adesion kinase) e
le integrine, che, se fosforilate, diminuiscono 1’adesivita cellulare. Inoltre induce
’attivazione del fattore di trascrizione c-myc, coinvolto nella regolazione della
trascrizione delle cicline e quindi nella progressione del ciclo cellulare. Sembra che
Src sia di fondamentale importanza per la risposta mitogenica al PDGF, dal momento
che somministrazioni di anticorpi bloccanti o 1’overespressione di dominante

negativo di Src causano inibizione della crescita mediata da PDGF (Twamley-Stein
GM et al.,1993).

Grb2/Sos

Grb2 é una molecola adattatrice, contenente un dominio SH2 e due domini SH3. Il
dominio SH2 puo legare direttamente il PDGF-R fosforilato, oppure pud interagire
con il recettore indirettamente tramite altri componenti, come Shc o SHP2, questi si

legano al PDGF-R, vengono fosforilati su residui di tirosina e possono essere
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riconosciuti dal dominio SH2 di Grb2. Tramite i domini SH3 invece lega Sos, un
fattore di scambio nucleotidico di Ras, che converte la forma inattiva Ras-GDP nella
attiva Ras-GTP.

L’attivazione di Ras ¢ di grande importanza per molte risposte cellulari: la forma
attiva di Ras si lega alla serina-treonina cinasi Raf, che attiva la cascata del segnale
delle MAPK (mitogen-activated protein kinase), una via coinvolta nella stimolazione
della crescita cellulare, nella migrazione e nel differenziamento.

Raf, una volta attivata da Ras, lega e attiva MEK (0 MAPKK, mitogen-activated
protein kinase kinase), fosforilandola su residui di serina; questa a sua volta attiva le
MAPK chiamate Erk 1 e Erk2 (extracellular signal-regulated kinase), fosforilandole
su un residuo di tirosina e su uno di treonina separati nella sequenza da un acido
glutammico (fig8). Le MAPK attive sono in grado di fosforilare e attivare vari
substrati contenenti la sequenza di riconoscimento Pro-X-Ser/Thr-Pro. Fra i substrati
ci sono varie proteine del citoscheletro, come Rho, Cdc42 e Rac, la fosfolipasi A2 e
anche alcune cinasi quali il PDGF-R stesso, Raf e MEK. Cio suggerisce che le
MAPK siano in grado di regolare la loro stessa via di attivazione con un meccanismo
a feedback negativo. Le MAPK possono anche traslocare nel nucleo e attivare vari
fattori di trascrizione, come Jun e Fos (attivatori trascrizionali di proteine essenziali
nell’attivazione della mitosi), attivano anche la S6 cinasi, che fosforila e attiva il
fattore ribosomiale S6 e determina un aumento della sintesi proteica (Kondoh K et
al., 2005).

MAP KKK
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MEK1/2 MAP KK
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ERK1/2 MAP K

Figura 8. Via di segnalazione del PDGF-R che porta ad attivazione delle MAPK
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SHP-2

SHP-2 & una tirosino-fosfatasi contenente due domini SH2 nella regione N-terminale,
perché si abbia una piena attivazione dell’enzima i due domini devono legarsi
entrambi a residui di tirosina fosforilati del recettore (Pluskey ST et al., 1995).

SHP-2 ¢ principalmente un modulatore negativo della segnalazione del recettore del
PDGF, perché é in grado di defosforilare sia i recettori del PDGF sia i substrati del
recettore (Klinghoffer RA, Kazlauskas A, 1995). In certe condizioni SHP-2 puo
partecipare anche positivamente alla segnalazione, ad esempio defosforila i residui di
tirosina C-terminali di Src, contribuendo alla sua attivazione, inoltre pud legare
Grb/Sos e permettere cosi I’attivazione di Ras, favorendo la segnalazione mitogenica
(Roche S et al., 1996).

GAP

La GAP (GTPase activating protein) di Ras & una proteina contenente due domini
SH2 che si legano alla Tyr’"* del PDGF-R B, ma non all’a (Kashishian A et al., 1992;
Heidaran MA et al., 1993). Ras, come tutte le proteine G monomeriche, é regolata
nella sua attivita da due classi di proteine: le GEF (GDP exchange factor) e le GAP.
La GEF di Ras ¢ rappresentata da Sos, che fa da attivatore, favorendo 1’uscita del
GDP e il legame con il GTP, mentre GAP favorisce I’idrolisi del GTP in GDP + Pi,
convertendo la Ras-GTP attiva nella forma Ras-GDP, inattiva. Quando si lega al
recettore, la GAP viene fosforilata ed inibita, e permette percio il mantenimento
dell’attivazione di Ras mediata dal PDGF-R.

STAT
La famiglia di STAT (signal transducer and activator of transcription) comprende
sette membri, fra i quali Statl, Stat3, Stat5 e Stat6 si legano al PDGF-R f attivo

(legando le Tyr"™®, Tyr*®! Tyr’™

, Tyr>>, Tyr'™) e vengono fosforilati, in alcuni casi possono legarsi
debolmente anche al recettore a. L’associazione di questi fattori al recettore ¢ sempre
accompagnata dall’interazione con specifiche tirosino-cinasi dette JAK (Janus
kinases), anche se il loro ruolo nell’attivazione di STAT non e ancora chiaro.

In sequito a fosforilazione, STAT dimerizza, formando omodimeri o eterodimeri, che
migrano nel nucleo, dove agiscono come fattori trascrizionali per geni coinvolti nella
regolazione della fase G1 del ciclo cellulare (Yamamoto H et al., 1996; Novak U et

al., 1996).
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Adattatori

Gli adattatori sono molecole prive di attivita catalitica, si legano al PDGF-R tramite
domini SH2 e collegano cosi il recettore con le molecole effettrici a valle. Esempi di
adattatori sono la subunita regolatrice della PI3K e la molecola Grb2, oltre a questi si
legano al PDGF-R anche le molecole adattatrici Shc, Grb7, Grb10, Grb14, Nck e

Crk. Shc si lega al PDGF-R e viene fosforilato sui residui Tyr*!" Tyr?* 240- 13

Tyr317 ¢ riconosciuta da Grb2/Sos e contribuisce all’attivazione di Ras, le altre due

Tyr™~ e Tyr
Tyr fosforilate invece attivano la via di segnalazione coinvolta nell’induzione del
gene c-myc (Gotoh N et al., 1997). Grb7 si comporta in modo simile a Grb2, ha un
dominio SH2, un dominio PH e un dominio detto GM; anche altri membri della
famiglia Grb (Grb10 e Grb14) si legano al recettore attivo, ma la loro funzione non é
chiara. Nck presenta un dominio SH2 e tre domini SH3, interagisce sia con il
recettore B sia con I’a, ¢ coinvolto nell’attivazione delle serina-treonina cinasi
JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase / Stress-activated protein kinase), attraverso
I’interazione con le cinasi PAK1 (p2l-activated kinase 1) e NIK (NF-kB-inducing
kinase) (Bokoch GM et al., 1996; Su YC et al., 1997). Crk si lega al recettore a e
forma un complesso con le proteine Cas e¢ C3G, collegate all’attivazione di
JNK/SAPK (Tanaka S et al., 1997).

PDGF

PDGF receptor

Membrane

SREBP1

\ol Cytoskelaton

Gene regulation

Figura 9. Proteine adattatrici e molecole segnale che interagiscono con le Tyr fosforilate del
recettore attivo.
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Regolazione della segnalazione

La segnalazione del PDGF-R e coinvolta in meccanismi di importanza cruciale per la
fisiologia cellulare, percio la sua attivita deve essere strettamente controllata.
Esistono diversi meccanismi di modulazione della segnalazione del PDGF-R: uno
dei principali consiste nell'inattivazione del recettore da parte di alcune tirosino-
fosfatasi, che agiscono defosforilando e quindi inattivando il PDGF-R, un secondo
importante meccanismo di inattivazione del recettore si basa sulla sua
internalizzazione e degradazione.

L’inattivazione delle fosfatasi ¢ una strategia messa in atto dalla cellula per
potenziare la segnalazione dei recettori, evitando che essi siano rapidamente
defosforilati. La stimolazione degli RTK induce un aumento transiente di ROS
(reactive oxigen species) all'interno della cellula, questi causano 1’ossidazione dei
residui di cisteina del sito attivo delle PTP, che in questo modo diventano inattive e
quindi incapaci di defosforilare il PDGF-R. La produzione di ROS avviene attraverso
la via della PI3K, che porta all’attivazione di Racl, la quale a sua volta attiva la
NADPH ossidasi (Bae YS et al., 2000) (fig.10).

RTK ligand

Downsiream Reduced/ Crxidated/
signaling active inactive

~_

Reducing agents

Figura 10. La stimolazione degli RTK porta all’attivazione dell’enzima NADPH ossidasi, il quale

causa la formazione di ROS, che inattivano le PTP, ossidando i residui di cisteina del loro sito attivo.
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Molti dati confermano I’importanza dei ROS nella regolazione della segnalazione
attivata dai fattori di crescita. Ad esempio, un’overespressione della catalasi nelle
cellule muscolari lisce blocca la fosforilazione delle Erk indotta dal PDGF-R, come
anche la sintesi di DNA e la migrazione (Sundaresan M et al., 1995); un blocco della
produzione di ROS nelle cellule stimolate con PDGF, mediante pre-trattamento con
catalasi, o inibizione della NADPH ossidasi con difenil-ioduro, provoca una
riduzione della fosforilazione del PDGF-R (Chiarugi P et al., 2002).

In seguito alla riduzione dei livelli di ROS, le PTP recuperano la loro attivita
catalitica e defosforilano il recettore, portando cosi a termine la segnalazione.

Le PTP possono legarsi ai residui di fosfotirosina del recettore tramite i domini SH2
0 con un’interazione transiente del tipo enzima-substrato. Diverse PTP, quali PTP-
PEST, SHP-2, PTP-1B, T-cell PTP, sono in grado di legare il PDGF-R (Markova B
et al., 2003), fra queste la SHP-2 ¢ la fosfatasi che lega piu efficientemente il
recettore, defosforilare il recettore e alcuni dei suoi substrati, portando a termine la
segnalazione. Anche le LMW-PTP (low molecular weight PTP) regolano 1’attivita
PDGF-R, defosforilando la Tyr857; il legame della LMW-PTP regola negativamente
molte molecole segnale attivate dal PDGF, come la PI3K, SHP-2 e PLC-y, ma non le
MAPK (Chiarugi P et al., 1998).

Un altro meccanismo di modulazione della segnalazione del PDGF-R coinvolge
I’endocitosi, che ha regola la quantita di recettore presente sulla membrana cellulare.
Trascorso un certo tempo dall’attivazione, il recettore complessato con il ligando
viene reclutato all’interno di vescicole rivestite da clatrina ed entra nel
compartimento degli endosomi precoci; i recettori all’interno delle vescicole possono
essere riciclati sulla membrana cellulare, oppure entrare nel compartimento degli
endosomi tardivi e andare incontro a degradazione. Oltre alla degradazione
lisosomiale, il recettore pud essere degradato anche nel proteasoma in seguito ad
ubiquitinazione (Mori S et al., 1995). Il processo di internalizzazione del PDGF-R &
regolato dall’attivita cinasica del recettore stesso, sembra siano di particolare
importanza la fosforilazione della Tyr579 nel dominio iuxtamembrana (Mori S et al.,
1994) e delle tirosine nel dominio di legame della PI3K (Joly M, 1994).
L’internalizzazione del recettore sembra avere anche altri scopi oltre alla down-
regulazione, infatti diversi lavori provano come il recettore all’interno degli

endosomi sia ancora attivo e in grado di segnalare (Sorkin A et al., 1993).
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Oltre alla regolazione sul PDGF-R stesso, la segnalazione & finemente regolata a
livello delle singole vie, soprattutto attraverso meccanismi di regolazione a feedback.
Un esempio ¢ nella cascata delle MAPK: il fattore Sos attiva la proteina Ras, questa
induce 1’attivazione di varie cinasi che terminano con 1’attivazione delle MAPK; le
MAPK fosforilano vari substrati, fra i quali la proteina Sos, che diventa inattiva e
incapace di attivare Ras, regolando a monte la via di segnalazione (Porfiri E et al.,
1996). Un altro meccanismo di feedback coinvolge la protein-cinasi c-AMP
dipendente, il PDGF attiva questa cinasi tramite la sintesi di prostaglandine e
I’attivazione dell’adenilato ciclasi, la cinasi c-AMP dipendente a sua volta fosforila e
inibisce alcuni componenti delle vie di segnalazione attivate dal PDGF-R (Bornfeldt
KE et al., 1997).
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LE RISPOSTE CELLULARI INNESCATE DAL PDGF-R

La fosforilazione del PDGF-R e I’attivazione delle diverse vie di segnalazione induce
una serie di risposte cellulari, fra cui la sopravvivenza, la proliferazione e la
migrazione (fig.11). Nessuna delle vie di segnalazione discusse precedentemente e
coinvolta unicamente in un processo cellulare, anzi le molecole segnale e le diverse

vie interagiscono fra loro dando luogo ai diversi effetti cellulari.

Migrazione cellulare

La migrazione cellulare e un processo complesso che comporta la rottura dei contatti
di una cellula con le altre cellule e con la matrice extracellulare, la formazione di
lamellipodi, I’instaurarsi di nuovi contatti con I’ambiente e la contrazione dei
filamenti di actina. Si puo distinguere nel movimento cellulare un movimento diretto
della cellula dal movimento casuale ameboide.

Il punto chiave per la migrazione cellulare é la formazione di strutture di adesione
focale, nelle quali sono coinvolte diverse molecole, fra le quali I’integrina Bl e la
cinasi FAK: esperimenti su cellule di topo hanno dimostrato che ’inattivazione dei
geni codificanti per tali proteine determina una minor mobilita cellulare (Hirsch E et
al., 1996; llic D et al., 1995).

La stimolazione con PDGF media vari tipi di movimento cellulare, ad esempio il
PDGF-BB causa chemiotassi nelle cellule muscolari lisce vascolari, inoltre e stato
osservato che I’FGF-2 incrementa la chemiotassi indotta da PDGF-BB nelle cellule
muscolari lisce, in un processo che coinvolge 1’up-regolazione delle integrine ayf1
(Pickering JG et al., 1997). A il PDGF induce I’attivazione della tirosino-cinasi FAK
soprattutto a basse concentrazioni (Rankin S et al., 1994), inoltre attiva la PI3K, che
a sua volta attiva diversi membri delle G proteine della famiglia di Rho, coinvolte in
varie risposte di movimento, come la chemiotassi e la riorganizzazione delle fibre di
actina. I membri di questa famiglia esercitano effetti diversi sulla riorganizzazione
dell’actina: Rho & importante per la formazione di fibre di stress, Cdc42 per la
formazione di filipodi, Rac per il fenomeno del ruffing; inoltre Rac & importante
anche per la chemiotassi (Hooshmand-Rad R et al., 1997). Altri effettori della PI3K
coinvolti nel movimento cellulare sono membri della famiglia di PKC, attivati
direttamente dal PI(3,4,5)Ps.
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Anche la PLC-y ha un ruolo nel mediare il segnale chemiotattico del recettore 8 del
PDGF, come dimostrato da esperimenti di Hansen et al., nei quali il recettore era

mutato su Tyr®*

, un sito di fosforilazione di Src; questo recettore mutato induce la
fosforilazione e 1’attivazione della PLC-y molto piu efficientemente del recettore
wild-type e media una risposta chemiotattica molto piu potente (Hansen K, 1996).

E’ stato dimostrato che I’attivazione di Ras induce la riorganizzazione dell’actina
(Bar-Sagi D et al., 1986), ma sembra che questo effetto sia indiretto e mediato
dall’attivazione della PI3K (Rodriguez-Viciana P et al, 1997). E’ possibile inoltre
che il ruolo di Ras nella chemiotassi non sia mediato dall’attivazione della cascata
delle MAPK, infatti 1’overespressione di un dominante negativo di MEK non
influenza la chemiotassi indotta da PDGF (Anad-Apte B et al., 1997). Probabilmente
¢ coinvolta invece ’attivazione da parte di Ras della PI3K. Ci sono comunque altre
osservazioni a favore di un ruolo delle MAPK nella chemiotassi in alcuni tipi
cellulari (Graf K et al., 1997).

A differenza del recettore B, il recettore a in alcuni tipi di cellule pud indurre

un’inibizione della chemiotassi (Koyama N et al., 1992).

Proliferazione cellulare

Uno degli effetti principali della stimolazione con PDGF ¢ I’induzione alla
proliferazione cellulare, questa riposta coinvolge in gran parte 1’attivazione della via
delle MAPK (Seger R et al., 1995).

L’attivazione di Ras ¢ il principale meccanismo di attivazione della cascata delle
MAPK, questa proteina € percio di grande importanza per la stimolazione alla
crescita. L’attivazione di Ras da parte del PDGF-R B pud avvenire tramite
interazione diretta di Grb2/Sos con la Tyr*® fosforilata del recettore o tramite il
legame di Grb2/Sos a molecole fosforilate che a loro volta legano il recettore, come
Shc o SHP-2. L’attivazione di Ras da parte del PDGF-R f e strettamente controllata,
infatti insieme all’attivazione diretta o indiretta di Grb2/Sos si ha parallelamente il
legame di GAP al recettore, che inattiva Ras; percio 1’attivazione netta di Ras ¢
determinata dall’equilibrio fra segnali di attivazione e di inattivazione.

Ci sono anche casi di attivazione della MAPK indipendenti da Ras, ad esempio la
sfingosina-1-fosfato, che si forma in seguito ad attivazione del PDGF-R. La
sfingosina-1-fosfato ha effetto prevalentemente sulla chemiotassi e sulla

riorganizzazione dell’actina nelle cellule muscolari lisce, ma ¢ coinvolta anche nella
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stimolazione alla crescita nella cellule Swiss 3T3 e nelle cellule muscolari lisce delle
vie respiratorie (Olivera A et al., 1993; Pyne S et al., 1996).

Un altro meccanismo di attivazione della cascata delle MAPK indipendente da Ras &
I’attivazione indotta da PDGF della PLC fosfatidilcolina-specifica; il DAG rilasciato
in seguito all’azione di tale enzima attiva una PKC-( che a sua volta attiva Raf-1.
Tramite microiniezioni in cellule NIH3T3 di anticorpi diretti verso le diverse
molecole segnale, Roche et al. scoprirono tutte le molecole coinvolte nella crescita
cellulare indotta da PDGF, fra le quali PLC-y, SHP-2, Shc e Nck (Roche S, 1996).
Con esperimenti simili e stata dimostrata anche I’importanza di Src e della PI3K
nella crescita indotta da PDGF (Twamley-Stein GM et al., 1993; Hu Q et al., 1995).

Anti-apoptosi

Il PDGF stimola le cellule a proliferare, ma fa anche in modo che esse non vadano
incontro a morte cellulare.

Sembra che in questo effetto sia di fondamentale importanza la PI3K. Nella via di
segnalazione anti-apoptotica della PI3K una molecola effettrice importante & la
serina-treonina cinasi Akt (Dudek H et al., 1997). L’ attivazione di Akt infatti porta a
fosforilazione del membro Bad della famiglia Bcl-2, e sopprime in questo modo il
suo effetto apoptotico (Datta SR, 1997). Infatti Bad nella forma defosforilata
interagisce con il membro Bclx, della famiglia Bcl e induce I’apoptosi.

Anche Ras ¢ coinvolto nell’effetto anti-apoptotico, per la sua capacita di attivare la
PI3K, ma in alcuni casi Ras puo agire invece attraverso la via RaffMAPK e favorire

I’apoptosi (Downward J, 1998).
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Figura 11. Il PDGF é coinvolto nella regolazione del movimento cellulare, della proliferazione
dell’inibizione dell apoptosi.
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RUOLO FISIOLOGICO E PATOLOGICO DEL PDGF

Sviluppo embrionale

Il PDGF e il suo recettore hanno un ruolo importante nello sviluppo embrionale:
mutanti knock-out per il gene del PDGF B, PDGF-R a 0 PDGF-R f sono letali allo
stadio embrionale, mentre i mutanti per il gene del PDGF A sono comunque letali,
ma nelle fasi dello sviluppo. | mutanti knock-out per il gene del PDGF C sono oggi in
fase di studio, mentre il gene del PDGF D non é ancora stato analizzato.

L’assenza di espressione della catena B o del recettore f compromettono seriamente
lo sviluppo del fegato e causano la totale assenza di sviluppo delle cellule
mesangiali, il che comporta una scarsa filtrazione glomerulare. Si ha anche un
alterato sviluppo dei vasi sanguigni, con un’aorta dilatata ¢ sanguinamenti al
momento della nascita, dovuti presumibilmente all’incapacita dei vasi neo-formati di
attrarre i periciti (Lindahl P et al., 1997). | topi knock-out per la catena B mostrano
anche difetti al cuore, che si presenta di aumentate dimensioni e con trabecolazioni.
L’assenza del gene per la catena A porta invece a difetti nello sviluppo degli alveoli
polmonari, con un fenotipo simile a quello dell’enfisema, causata da un mancato
allungamento delle cellule muscolari lisce durante lo sviluppo dei polmoni (Lindahl
Petal, 1997).

L’inattivazione del recettore a porta invece ad un fenotipo pit compromesso, con
malformazioni craniali e alterazioni nella formazione del miotomo (Soriano P, 1997).
Sono stati condotti studi sull’espressione delle catene A e B del PDGF e sui recettori:
nelle diverse fasi dello sviluppo ¢ stata osservata 1’espressione del recettore e del
ligando nella stessa cellula, probabilmente con un funzione di stimolazione
autocrina, oppure 1’espressione di ligando e recettore in cellule vicine, indicando una
modalita di funzionamento paracrina (Ataliotis P et al., 1997).

In fasi piu avanzate dello sviluppo embrionale i vari tipi di PDGF-R sono espressi
spesso nelle cellule mesenchimali, e i rispettivi ligandi nelle vicine cellule epiteliali.
Le due isoforme del PDGF-R sono espresse anche in cellule di origine non
mesodermica, come le creste neurali, di derivazione ectodermica, le cellule
dell’epitelio mammario, le cellule epiteliali pigmentate della retina e nel sistema
nervoso centrale (Orr-Urteger A et al., 1992; Schatteman GC et al., 1992; Ho L et al.,
1994).
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Sistema vascolare

| recettori del PDGF sono espressi sulle cellule endoteliali dei capillari e il PDGF ha
un effetto angiogenico (Bar RS et al., 1989; Beitz JG, 1991), non tanto nello sviluppo
iniziale dei vasi sanguigni, quanto nella corretta strutturazione dei vasi neoformati.

Il PDGF B/PDGF-R B promuovono la proliferazione dei progenitori delle cellule
murali e dei periciti durante la formazione di nuovi vasi nello sviluppo embrionale; il
PDGF-R B e espresso sulle cellule murali e sui periciti che circondano i vasi, il
PDGF B nell’endotelio (Hellstrom M et al., 1999).

In topi mutanti per il gene del PDGF B o del PDGF-R B, si ha la formazione di
un’iniziale rete vascolare, che rende possibile lo sviluppo embrionale, ma poco prima
della nascita si formano micro-aneurismi ed emorragie nel cervello (Hellstrom M et
al., 2001); altre alterazioni sono visibili sulla pelle, che diventa edematosa, nel cuore
e nella placenta. I sanguinamenti sono dovuti all’assenza di periciti, che normalmente
esercitano un effetto locale sui vasi, regolandone il diametro e la funzionalita
(Bjarnegard M et al., 2004). | periciti regolano il numero di cellule endoteliali, la
differenziazione cellulare e la funzionalita dell’endotelio, infatti la loro mancanza
comporta iperplasia endoteliale e varie alterazioni ultrastrutturali. Capillari privi di
periciti nei mutanti per il PDGF B o PDGF-R  mostrano vasi con diametro molto
irregolare e questo puo favorire un incremento delle resistenze periferiche e una
ridotta perfusione.

La zona in cui si ha la maggior densita di periciti € la retina, topi mutanti per il gene
del PDGF B o del PDGF-R  mostrano una ridotta quantita di periciti della retina e
sviluppano gravi retinopatie (Enge M et al., 2002).

Il rene e la placenta sono altri due organi colpiti dall’assenza di periciti. | periciti
normalmente costituiscono il 30% delle cellule del glomerulo renale (cellule
mesangiali), mentre nei topi mutanti per PDGF B o PDGF-R B mancano quasi
completamente le cellule mesangiali (Leveen P et al., 1994; Soriano P, 1994); la
mancanza di queste cellule porta alla formazione di un glomerulo che non ha una rete
di capillari, ma solo un singolo vaso dilatato.

Nella placenta i periciti formano un asse centrale intorno a cui si organizzano le reti
capillari; nei mutanti per PDGF B o PDGF-R B la ridotta densita di periciti nella
placenta comporta la riduzione del numero di vasi e le loro aumentate dimensioni
(Ohlsson R et al., 1999).
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Il PDGF é coinvolto anche nella regolazione del tono vascolare: da un lato induce la
costrizione dei vasi sanguigni (Berk BC et al., 1986), dall’altro la stimolazione delle
cellule endoteliali con PDGF BB induce rilascio di ossido nitrico e media il
rilassamento dell’aorta (Cunningham LD et al.,1992).

Un altro importante effetto del PDGF nel sistema vascolare & il controllo
sull’aggregazione piastrinica (Bryckaert MC et al., 1989): in seguito ad aggregazione
piastrinica indotta da trombina, viene rilasciato il contenuto dei granuli a, incluso il
PDGF, che agisce sui recettori a delle piastrine ed esercita un ruolo di feedback

autocrino sul controllo dell’aggregazione.

Interazioni epitelio-mesenchima

Vari organi mostrano un’espressione Simile del PDGF che indica una sua funzione
paracrina. Nel polmone, nell’intestino e nell’epidermide il PDGF A ¢ espresso
dall’epitelio in modo transiente ¢/o ristretto spazialmente, mentre il PDGF-R a &
espresso da una popolazione adiacente di cellule mesenchimali.

I knock-out per il PDGF A che sopravvivono fino alla nascita presentano una
mancata formazione del setto alveolare (Bostrom H et al., 1996) e un fenotipo simile
si ha anche nei mutanti del PDGF-R o (Klinghoffer RA et al., 2002; Sun T et al.,
2000). Questo fenotipo é dovuto alla scarsita di cellule muscolari lisce e di depositi
di elastina (Lindahl P et al.,, 1997) e probabilmente é causato dalla mancata
espansione e allungamento dei progenitori delle cellule muscolari lisce, che
normalmente esprimono il PDGF-R a.

A livello intestinale i knock-out del PDGF A presentano villi ridotti in numero,
anomali in lunghezza e spessore (Karlsson L et al., 2000). Durante lo sviluppo, il
PDGF A ¢ espresso inizialmente nell’epitelio intestinale e il PDGF-R o nelle cellule
mesenchimali proliferative adiacenti all’epitelio; con la formazione del villo le
cellule mesenchimali formano inizialmente un cluster di cellule non proliferative,
associate alla cima del villo, poi si distribuiscono in un singolo strato cellulare lungo
la membrana basale del villo. Una volta formatisi i primi villi, cominciano a
formarsene di nuovi tra questi e I’espressione del PDGF A si concentra sull’epitelio
della cripta. Nei mutanti per PDGF A, il primo cluster di cellule esprimenti PDGF-R
a si forma normalmente, ma i cluster seguenti sono piccoli o0 mancano
completamente, probabilmente a causa del progressivo esaurimento dei progenitori

di queste cellule (Karlsson L et al., 2000): il ruolo del PDGF A nell’intestino sembra
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essere percio quello di assicurare il rinnovamento delle cellule esprimenti PDGF-R a,
in assenza di PDGF A questa popolazione cellulare si esaurisce con il primo ciclo di
formazione dei villi. I mutanti per PDGF-R o presentano alterazioni piu gravi e piu
precoci nella formazione dei villi rispetto ai mutanti per PDGF A; probabilmente
qualche altro ligando del PDGF-R o, ad esempio il PDGF C, puo svolgere lo stesso
ruolo del PDGF A nello sviluppo intestinale (Ding H et al., 2000; Aase K et al.,
2002).

I mutanti per PDGF A presentano inoltre derma sottile e alterazioni del bulbo pilifero
(Karlsson L et al., 1999). Durante lo sviluppo, il PDGF A ¢ espresso dall’epidermide
e il PDGF-R a dalle adiacenti cellule mesenchimali; quando si forma il bulbo pilifero
I’espressione del PDGF A si localizza nella parte in crescita del follicolo, mentre il
PDGF-R a e espresso dalle cellule mesenchimali che rivestono il follicolo e dalla
papilla dermica. Nei mutanti per PDGF A si esauriscono progressivamente tre tipi
cellulari del derma esprimenti PDGF-R a: le cellule della papilla dermica, le cellule
di rivestimento del follicolo, i fibroblasti; probabilmente tutte queste cellule derivano
da cellule esprimenti PDGF-R a, che sono stimolate inizialmente dal PDGF A

prodotto dall’epidermide.

Sistema Nervoso Centrale

Il PDGF B é stato trovato in neuroni di diverse regioni del SNC, sia nell’adulto che
nell’embrione (Sasahara A et al., 1991); la maggior espressione si ha nel sistema
olfattivo, dove il PDGF B & presente nelle fibre nervose olfattive e nelle fibre
accessorie, nell’adulto ha probabilmente funzione di fattore neurotrofico.

Prima che fossero possibili studi su topi mutati geneticamente, erano stati fatti studi
in vitro che suggerivano un ruolo del PDGF A come mitogeno per i progenitori degli
oligodendrociti (Noble M et al., 1988; Richardson WD et al., 1988). Altri dati in vivo
sostengono un ruolo critico del PDGF nello sviluppo delle cellule mielinate nel SNC:
infatti, un’iperproduzione di PDGF nel SNC del topo porta a un’espansione del
compartimento degli oligodendrociti, dovuto ad un ridotto tasso di apoptosi (Barres
BA et al., 1992). Topi mutanti con inattivazione del PDGF A e del PDGF-R «
sviluppano tremori dovuti all’ipometilazione delle fibre nervose nel SNC (Fruttiger
M et al., 1999, Klinghoffer RA et al., 2002).

Gli oligodendrociti derivano dalle cellule esprimenti PDGF-R o della zona

periventricolare e si differenziano dopo la nascita; la loro proliferazione e
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I’allungamento sono fortemente dipendenti dal PDGF A, espresso da neuroni e
astrociti in tutto il SNC (Pringle NP et al, 1993). Nei topi mutanti si ha una grave
deficienza di mielina nelle zone piu lontane dal sito di induzione delle cellule
progenitrici; un esempio é il nervo ottico, nel quale la densita di fibre mieliniche
diminuisce progressivamente dal chiasma ottico verso la retina (Fruttiger M et al.,
1999).

Nella retina (dove sono assenti gli oligodendrociti) il numero di astrociti sembra
essere regolato dal PDGF A; qui le cellule gangliari esprimono il PDGF A mentre il
PDGF-R a e espresso dagli astrociti della retina (Fruttiger M et al., 1996). | mutanti
per PDGF A mostrano una riduzione nel numero di astrociti della retina di circa il
50%.

Cicatrizzazione delle ferite

La cicatrizzazione dei tessuti molli comporta la ri-epitelizzazione, 1’angiogenesi e la
deposizione di matrice extracellulare; fra i diversi fattori di crescita che regolano i
passaggi di questo processo c¢’é anche il PDGF.

Il PDGF agisce su diverse cellule coinvolte nella cicatrizzazione: stimola la
mitogenesi e la chemiotassi dei fibroblasti e delle cellule muscolari lisce e la
chemiotassi di neutrofili e macrofagi; stimola anche i macrofagi a produrre e
secernere altri fattori di crescita importanti per altre fasi del processo, inoltre stimola
la produzione di molecole della matrice, come fibronectina, collagene, proteoglicani
e acido ialuronico (Blatti SP et al., 1988; Canalis E, 1981; Heldin P et al., 1989;
Schonherr E et al., 1991). | primi studi dimostrarono che il PDGF viene rilasciato
dalle piastrine e secreto dai macrofagi attivati, dalle cellule endoteliali stimolate da
trombina, da cellule muscolari lisce dei vasi danneggiati, dai fibroblasti attivati e dai
cheratinociti dell’epidermide (Shimokado K et al., 1985; Harlan JM et al., 1986,
Paulsson Y et al., 1987; Ansel JC et al., 1993).

Le cellule nell’area della ferita aumentano 1’espressione del PDGF-R, ad esempio, i
fibroblasti e le cellule muscolari lisce presentano normalmente bassi livelli di
recettore, ma il recettore P pud essere up-regolato durante un’infiammazione
(Reuterdahl C et al., 1993).

L’ applicazione locale di PDGF aumenta la cicatrizzazione di vari tipi di ferite (Pierce
GF et al., 1988): le ferite trattate con PDGF mostrano un maggior tasso di ri-

epitelizzazione e neovascolarizzazione e un aumento di tessuto di granulazione ricco
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in fibroblasti e glucosamminoglicani,. Il PDGF quindi non altera la sequenza del
processo di riparazione, ma lo accelera (Mustoe TA et a., 1991; Pierce GF et al.,
1991). Il PDGF BB accelera anche la cicatrizzazione delle ulcere da decubito
(Robson MC et al., 1992), stimolando la proliferazione e la differenziazione dei
fibroblasti (Pierce GF et al., 1994); il PDGF BB aumenta la cicatrizzazione anche in
pazienti con ridotte capacita riparative, come i diabetici (Steed DL, 1995).
Un’iperrproduzione di PDGF puo anche essere coinvolta nell’eccessiva risposta di
cicatrizzazione dei cheloidi, infatti i fibroblasti dei cheloidi hanno una quantita di
PDGF-R cinque volte maggiore di quella dei fibroblasti della pelle normale (Haisa M
etal., 1994).

Aterosclerosi

Il PDGF ¢ espresso a bassi livelli nelle arterie degli adulti sani, ma la sua espressione
e notevolmente aumentata nelle risposte infiammatorie-fibroproliferative che
caratterizzano 1’aterosclerosi (Libby P et al., 1989; Rubin K et al., 1988; Wilcox JN
et al., 1988). L’aumentata produzione di PDGF ¢ di PDGF-R pu0 essere causata da
stimoli esterni, ma anche da cambiamenti reologici, infatti il flusso sanguigno lento
porta ad un’aumentata produzione di PDGF da parte delle cellule endoteliali (Mondy
GSetal., 1997).

Il ruolo del PDGF nella lesione aterosclerotica potrebbe essere quello di stimolare le
cellule muscolari lisce a migrare dalla media all’intima dell’endotelio, a proliferare e
produrre molecole della matrice (Pompili VJ et al., 1995).

L’ipercolesterolemia rappresenta una delle cause piu frequenti di aterosclerosi; il
PDGF sembra essere coinvolto nell’aterosclerosi indotta da colesterolo, infatti nelle
cellule mononucleate di soggetti con ipercolesterolemia si hanno livelli piu elevati di
PDGF A e B (Billett MA et al., 1996).

Fibrosi

Un’overespressione del PDGF sembra essere coinvolta nello sviluppo di diverse
condizioni fibrotiche del polmone (Souza P et al., 1996), ad esempio nella fibrosi
polmonare idiopatica si ha un’iperproduzione di PDGF da parte dei macrofagi
dell’alveolo e dell’epitelio polmonare (Vignaud JM et al., 1991; Antoniades HN et
al., 1990); anche in varie altre forme di fibrosi polmonare, causate da bronchiti o

polmoniti, ¢ stata rilevata un’aumentata espressione di PDGF.
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Il PDGF ha un ruolo anche nella patogenesi della sindrome di Hermansky-Pudlak,
una forma genetica di fibrosi polmonare; nel fluido bronchiale di pazienti affetti da
questa sindrome ¢ presente un’alta concentrazione di PDGF prima ancora che essi
presentino alcun sintomo (Harmon KR et al., 1994).

L’eccessiva quantita di PDGF ¢ coinvolta anche nella patogenesi di diverse malattie
renali caratterizzate da un’iperproliferazione di cellule mesangiali, fra cui la
nefropatia ad IgA, le glomerulonefriti membrano-proliferative, la nefrite da lupus
(Abboud HE, 1995), la fibrosi tubulo-interstiziale (Tang WW et al., 1996).

Il PDGF e implicato anche nella cirrosi epatica, in questa condizione patologica le
cellule adipose (cellule di Ito) si de-differenziano in cellule simili a miofibroblasti,
che rispondono alla stimolazione con PDGF (Heldin P et a., 1991). Dopo una lesione
al fegato, come la somministrazione di tetracloruro di carbonio, la quantita di PDGF
e PDGF-R nel fegato aumentano (Wong L et al., 1999); il PDGF & presente nelle
cellule dell’infiltrato flogistico e lungo le strutture vascolari dei setti fibrosi, il
PDGF-R si trova invece nelle cellule mesenchimali e nei setti fibrosi e la sua

espressione varia con la gravita della lesione (Pinzani M et al., 1996).

Oncogenesi

La segnalazione autocrina del PDGF-R puo0 rappresentare un meccanismo di
trasformazione cellulare, la prima dimostrazione di questo venne dalla scoperta che
v-Sis, il prodotto dell’oncogene del virus del sarcoma delle scimmie (SVV), é
identico al precursore della catena B del PDGF (Doolittle RF et al., 1983; Waterfield
MD et al., 1983). In seguito fu dimostrata la capacita trasformante del c-DNA umano
del gene del PDGF B (Clarke MF et al., 1984); altri studi hanno dimostrato che
anche I’espressione del PDGF AA, CC o DD nei fibroblasti NIH3T3 possono portare
a trasformazione cellulare (Beckmann MP et al., 1988; Li H et al., 2003).

In cellule trasfettate con il gene v-sis il PDGF appena sintetizzato si lega ai recettori
immaturi gia nel reticolo endoplasmatico, dove causa 1’autofosforilazione del PDGF-
R B (Keating MT et al., 1988); molti ricercatori credono che il segnale mitogenico e
trasformante sia generato intracellularmente (Bejcek BE et al., 1989; Keating MT et
al., 1988), altri pensano invece che il segnale trasformante sia generato solo dai
recettori presenti in superficie (Fleming TP et al., 1989; Hannink M et al., 1988).

Il gene sis causa tumori anche in animali da esperimento: ad esempio il virus SSV

causa nelle scimmie fibrosarcoma, se iniettato nel muscolo, o glioma, se iniettato nel
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cervello. Un vettore del PDGF B causa fibrosarcoma e glioma nel topo (Pech M et
al., 1989; Uhrbom L et al., 1998).

Molti scienziati hanno studiato I’espressione del PDGF e del suo recettore in vari tipi
di neoplasie umane, e adesso sappiamo che molte esprimono questo fattore di
crescita o il suo recettore, con funzione di stimolazione autocrina per le cellule
tumorali. 1l coinvolgimento del PDGF nella carcinogenesi é stato confermato con la
scoperta di alterazioni strutturali del gene del PDGF e del PDGF-R, che portano ad
overespressione o ad espressione di una proteina mutata.

Il dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) e il fibrosarcoma a cellule giganti
(GCF) rappresentano rare neoplasie del derma, sono caratterizzate da una
traslocazione specifica dei cromosomi 17/22, che porta alla formazione di un nuovo
gene codificante una proteina di fusione. Questa risulta composta da una porzione
amminoterminale derivata dal collagene 1A1 (COL1Al) e da una porzione
carbossiterminale corrispondente al PDGF B (Simon MP et al., 1997). Nel
processamento di questa proteina di fusione, la parte di COL1AL viene tagliata e la
proteina matura risulta identica al PDGF BB. Il meccanismo trasformante associato a
questa traslocazione & imputabile ad un’eccessiva produzione di PDGF BB, dovuta al
promotore molto attivo di COL1AL (Shimizu A et al., 1999; Greco A et al., 1998).

I tumori gastrointestinali stromali (GIST) sono tumori del tratto gastrointestinale che
colpiscono soprattutto lo stomaco; i GIST derivano dalle cellule interstiziali di Cajal
e in piu dell’80% dei casi presentano una mutazione del gene c-kit (Kindblom LG et
al., 1998). I tumori che invece conservano la forma nativa di c-kit presentano spesso
una mutazione intragenica del PDGF-R o (Heinrich MC et al., 2003); possono essere
mutazioni puntiformi o piccole delezioni, in tutti i casi il recettore mutato &
fosforilato e attiva le vie di segnalazione indipendentemente dalla presenza del
ligando (Hirota S et al., 2003).

Le leucemie mieloidi croniche Brc-Abl-negative costituiscono un gruppo eterogeneo
di malattie, in un sottogruppo si ha un’attivazione dell’espressione del PDGF-R £
tramite traslocazione (Steer EJ et al., 2002). La prima traslocazione é stata
caratterizzata in un paziente con leucemia cronica mielomonocitaria, ed é stata
identificata una proteina trasformante, in cui il dominio extracellulare del PDGF-R j
e rimpiazzato dal dominio di dimerizzazione del fattore di trascrizione Tel/ETV6

(Golub TR et al., 1994) e il dominio tirosino-cinasico risulta costitutivamente attivo
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(Carrol M et al., 1996). Dopo I’iniziale caratterizzazione di Tel/ETV6, sono state
descritte altre proteine che possono formare la proteina di fusione con il PDGF-R .
La sindrome ipereosinofila idiopatica (HES) comprende un vasto gruppo di malattie
ematologiche, caratterizzate da una persistente eosinofilia; in un sottogruppo di
queste malattie & stata scoperta una proteina di fusione del PDGF-R a, generata da
una delezione interna del cromosoma 4 (Cools J et al., 2003), la proteina di fusione
che ne deriva & generate dalla fusione tra 1’esone 8, 9 o 10 di FIP1L1 (Factor
interacting with PAP1-likel) e I’esone 12 del PDGF-R a, e risulta costitutivamente
attiva.

I gliomi sono i tumori piu frequenti del sistema nervoso centrale, e fra questi il
glioblastoma multiforme (GMB) rappresenta la forma piu aggressiva. Si distinguono
i GMB primari, caratterizzati dall’amplificazione del gene EGF-R e mutazioni di
PTEN, e i GMB secondari, con un’attivazione autocrina del PDGF-R e mutazioni in
p53 (Maher EA et al., 2001). La co-espressione di PDGF e PDGF-R o € comune nei
GMB e spesso associata alla perdita di funzione di p53 (Hermanson M et al., 1992,
Hermanson M et al., 1996); nella maggior parte di questi tumori il gene del PDGF-R
a non & mutato, ma in alcuni casi risulta amplificato (Fleming TP et al., 1992).

Il PDGF & un potente mitogeno e chemioattrattante per fibroblasti e miofibroblasti,
analisi di sezioni istologiche tumorali hanno dimostrato 1’espressione del PDGF o del
PDGF-R anche in vari tipi di tumori dei tessuti molli (Smits A et al., 1992; Wang J et
al., 1994).
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IL RUOLO DELLENDOCITOSI NELLA BIOLOGIA
CELLULARE DEGLI RTK

Gli RTKs, una volta attivati, dopo un certo tempo vengono internalizzati e trasferiti
in compartimenti intracellulari; I'endocitosi ligando-indotta e stata considerata per
lungo tempo un meccanismo destinato esclusivamente alla degradazione del recettore
e quindi alla terminazione della segnalazione.

Recenti studi hanno dimostrato come i recettori all'interno degli endosomi rimangono
attivi e quindi che Il'endocitosi potrebbe avere un ruolo fondamentale nella
regolazione della segnalazione cellulare.

La funzione piu evidente dell'endocitosi & quella di rimuovere i complessi ligando-
recettore dalla membrana, per permettere alla cellula di ricevere ulteriori segnali, ma
I'internalizzazione degli RTK ¢ un processo molto complesso e strettamente regolato,
che ha piu di un ruolo nella segnalazione. L'endocitosi potrebbe avere due funzioni
nella regolazione del segnale: controllare I'intensita e la specificita della risposta.
Inizialmente I'endocitosi € stata scoperta per il recettore dell'EGF, il quale, in seguito
ad interazione con il ligando, va incontro a rapida internalizzazione, con un
meccanismo che richiede I’attivita cinasica intrinseca del recettore e specifici motivi
nel dominio C-terminale di questo. Il recettore complessato con il ligando viene
reclutato all’interno di fossette rivestite da clatrina (CCPs, clathrin-coated pits) che
poi si staccano dalla membrana cellulare formando vescicole rivestite da clatrina
(CCVs, clathrin-coated vescicles). Le molecole di clatrina si auto-assemblano,
formando una rete che crea un’invaginazione della membrana da cui si formano le
CCP, interviene poi la GTPasi dinamina per promuovere il distacco delle vescicole
dalla membrana. La dinamina é una proteina ad alto peso molecolare (100 KDA) con
attivita GTPasica, che gioca un ruolo chiave nella formazione delle vescicole
rivestite da clatrina (Damke H et al., 1994; Hinshaw JE et al., 1995).

Si conoscono tre isoforme della dinamina: la dinamina 1 espressa nel cervello, la
dinamina 2 ubiquitaria e la dinamina 3 presente nei testicoli (Liu J et al., 1995).Tutte
e tre le isoforme hanno un dominio N-terminale GTPasico coinvolto nel legame e
nell'idrolisi del GTP. Il dominio GTPasico € caratterizzato da un'elevata attivita
GTPasica basale e da una bassa affinita per il GTP; la regione centrale ha un dominio
PH (pleckstrin homology) che lega specificamente il fosfatidilinositolo-4,5-

bisfosfato; la regione C-terminale comprende una struttura elica-elicata (coiled-coil)
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chiamata GED (GTPasi effector domain) che e coinvolta nella polimerizzazione e
nell'auto-assemblaggio della dinamina; il GED é seguito dal dominio PRD (proline-
rich domain) che interagisce con il dominio SH3 (Src homology 3), presente in molte
proteine.

Secondo il modello piu accreditato, I'attivita GTPasica della dinamina € legata a
cambiamenti conformazionali indotti dalla guanosina, che portano all'auto-
assemblaggio della dinamina (Muhlberg AB et al., 1997; Kessels MM et al., 2001).
La dinamina e associata alle fossette rivestite presenti nella membrana plasmatica
nella forma legante il GDP, lo scambio GDP/GTP porta all'auto-assemblaggio della
dinamina intorno al collo dell'invaginazione, formando un collare. La dinamina
assemblata idrolizza il GTP e subisce i cambiamenti conformazionali necessari per la
formazione delle vescicole. La dinamina legante GDP si disassembla e viene quindi

riciclata (fig.12).
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Figura 12. formazione delle vescicole rivestite da clatrina nel processo di endocitosi

Le proteine piu abbondanti presenti nelle vescicole rivestite sono la clatrina e le
proteine adattatrici come AP2, che si legano direttamente alla clatrina per dare inizio
al processo di formazione delle vescicole, ma si legano anche al recettore e reclutano
una serie di proteine regolatrici per l'endocitosi, portandole dal citoplasma in
prossimita recettore. A questo punto il recettore entra nel cosiddetto compartimento
degli endosomi “precoci” e questo passaggio sembra essere mediato da motivi Leu-
Leu della regione iuxtamembrana del recettore.

Dopo l'internalizzazione negli endosomi precoci, i recettori possono andare incontro

ad un processo di ricircolo ed essere riciclati sulla membrana, oppure sono indirizzati
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agli endosomi multivescicolari per la degradazione (Marmor M et al., 2004,
Katzmann DJ et al., 2002). Gli endosomi precoci e tardivi hanno diversa
localizzazione subcellulare, infatti i precoci sono distribuiti piu perifericamente,
mentre i tardivi si trovano nella zona perinucleare; ci sono anche altre caratteristiche
che li distinguono, gli endosomi tardivi appaiono spesso come corpi multivescicolari
(MVBs, multivescicular bodies) con una membrana esterna che racchiude le
vescicole interne, inoltre rispetto agli endosomi precoci i tardivi sono arricchiti di
proteine specifiche e di acido liso-bifosfatidico. | recettori passano dalla membrana
esterna alle vescicole interne degli MBV quando entrano nella via di degradazione
(fig.13).
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Figura 13. Processo di endocitosi, dalle vescicole rivestite di clatrina, alla formazione degli

endosomi precoci e tardivi

L'internalizzazione degli RTKs e mediata da Cbl, una proteina che si lega al recettore
attivato, promuove la multiubiquitinazione (de Melker AA et al., 2001) e quindi il
passaggio negli MVB (Haglund K et al., 2003). Anche il recettore del PDGF e quello

del CSF-1 sono controllati negativamente da Cbl; nel caso del recettore di CSF-1,
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Cbl si associa al recettore direttamente sulla superficie cellulare, accelerando il
processo di internalizzazione.

Gli EGF-R internalizzati hanno tutte le stesse caratteristiche dei recettori attivati sulla
membrana: sono legati all’EGF, sono in forma dimerica, sono fosforilati in tirosina e
interagiscono con proteine adattatrici contenenti domini SH2 e PTB, che collegano il
recettore alle molecole effettrici. Ad esempio le proteine adattatrici Shc e Grb2 sono
strettamente associate al recettore attivo sia quando si trova sulla superficie cellulare
sia durante 1’endocitosi portando all'attivazione di tutti i componenti della cascata
delle MAPK (Di Guglielmo GM et al., 1994; Haugh J M et al., 1999; Kranenburg O
etal., 1999).

Quindi la segnalazione dell’EGF non termina con I’internalizzazione, ma i recettori
internalizzati continuano a segnalare finché non entrano nel compartimento degli
endosomi tardivi, quando il recettore viene allontanato dalle sue molecole effettrici e
il segnale e spento. Questo meccanismo potrebbe rappresentare un meccanismo per
avere diverse modalita di regolazione spaziale e temporale della trasduzione del
segnale, ma alcuni studi ipotizzano che dagli endosomi I’EGF-R possa attivare vie di
segnalazione specifiche, diverse da quelle attivate dal recettore stesso in superficie
(Vieira AV et al., 1996).

A lungo si é pensato che I'endocitosi clatrina dipendente o CME (clathrin mediated
endocytosis) fosse la via principale coinvolta nell'internalizzazione dei recettori di
membrana, come appunto I'EGF-R (Kirchhauesn T, 2002), ma successivi studi hanno
dimostrato che molti recettori vengono endocitati attraverso una via clatrina
indipendente. L'esistenza di questa via é stata dibattuta per lungo tempo e sono
attualmente in corso studi per delucidare il meccanismo molecolare alla base di
questo processo.

L'internalizzazione indipendente da clatrina € sensibile alla deplezione di colesterolo,
questo dato ha portato all'idea che in questa via siano coinvolte particolari strutture
della membrana chiamate lipid-raft ed é stata chiamata per questo RME (lipid-raft
mediated endocytosis). Tale ipotesi & stata ulteriormente confermata dal fatto che
molti componenti legati ai lipid-raft sembrano essere endocitati tramite vie non
clatrino-mediate. Contrariamente all'endocitosi clatrino-mediata, non si conosce

molto del meccanismo che regola la biogenesi delle vescicole in queste vie non
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classiche. Comunque sembra che la caveolina, una proteina residente nei lipid-raft,
abbia un ruolo importante almeno in alcune di queste vie.

L'endocitosi indipendente da clatrina puo portare le molecole verso vari
compartimenti intracellulari, inclusi I'apparato del Golgi e il reticolo endoplasmatico

(Pelkmans L et al.,2001; Nichols BJ, 2001) e anche a compartimenti endocitotici.

Alcuni recettori sono internalizzati mediante CME, altri mediante RME, ma alcuni
possono presentare entrambi i processi, e il significato di questo potrebbe essere che i
due processi servano per scopi diversi. Ad esempio, il recettore del TGF-B viene
internalizzato tramite CME per il suo normale processo di ricircolo, nel quale
continua a segnalare, mentre la frazione di recettori internalizzati mediante RME ¢
quella destinata alla degradazione (Di Guglielmo GM et al., 2003).

Studi sullEGF-R sostengono che quando il recettore € stimolato con basse
concentrazioni di ligando viene internalizzato esclusivamente attraverso un
meccanismo clatrina-dipendente, mentre a concentrazioni elevate entra in gioco
anche una via clatrina-indipendente, definita in base alla sua sensibilita verso Filipina
e Nistatina (sostanze che interferiscono con la formazione dei rafts). Sembra che le
due vie CME e RME siano associate rispettivamente con la segnalazione e la
degradazione del recettore (Sigismund S et al., 2005).
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L’TPOSSIA E HIF

Negli organismi superiori € necessario un costante apporto di ossigeno molecolare
(0,), in quanto questo e utilizzato nella respirazione cellulare, come accettare
terminale di elettroni per generare ATP nella fosforilazione ossidativa.

Le cellule possono rispondere in modo diverso ad un ampio range di valori di
0ssigeno, attraverso alterazioni dei loro stati metabolici e dei tassi di crescita.

Il termine ipossia definisce una carenza nel normale apporto di ossigeno alle cellule,
che puo essere causato da una riduzione dell’ossigeno presente nell’ambiente, come
nel caso di un aumento di altitudine, oppure da un’ischemia localizzata causata dalla
rottura di un vaso sanguigno.

I mammiferi hanno sviluppato diverse strategie per rispondere ad un ridotto apporto
di ossigeno, come 1’aumento della respirazione e la vasodilatazione; in generale le
risposte all’ipossia sono mirate a stimolare la produzione di vasi sanguigni tramite
eritropoiesi (Goldberg MA et al., 1988) e ad aumentare 1’apporto di sangue nelle aree
interessate tramite angiogenesi (Shweiki DA et al., 1992). A livello cellulare si ha un
incremento di proteine come il VEGF (vascular endothelial growth factor), che
induce la formazione di vasi sanguigni nelle zone ipossiche, di eritropoietina, che
aumenta la produzione di sangue, e della ossido-nitrico sintasi inducibile, che stimola
la vasodilatazione (Minchenko A et al., 1994; Goldberg MA eta I., 1988; Palmer LA
et al., 1998). Nelle cellule endoteliali, ad esempio, la bassa tensione di ossigeno
influenza la fisiologia cellulare regolando I’espressione e il rilascio di sostanze
vasoattive e di proteine della matrice coinvolte nella regolazione del tono vascolare e
nel rimodellamento dei tessuti circostanti (Vender RL et al., 1987; Rakugi H et al.,
1990).

Quando si trova in carenza di ossigeno la cellula mette in atto dei meccanismi volti a
restaurare I’omeostasi, infatti in condizioni di ipossia molte reazioni biologiche
mostrano differenze significative rispetto alla normossia: ad esempio si ha un
incremento del tasso glicolitico e un rallentamento dei processi che consumano
energia, come la proliferazione cellulare (Gordan J et al., 2007).

In carenza di ossigeno si ha una diminuizione della fosforilazione ossidativa a livello

mitocondriale, la cellula ipossica genera ATP principalmente tramite glicolisi
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anaerobia nel citoplasma, aumenta 1’utilizzo del glucosio incrementando la sintesi dei
trasportatori del glucosio (Glut 1 e 3) e di diversi enzimi glicolitici (Ebert BL et al.,
1995; Semenza GL et al., 1994).

In molti tipi cellulari si ha un arresto reversibile del ciclo cellulare e un accumulo
delle cellule in fase G; (Graeber T et al., 1994); diversi studi dimostrano come
I’arresto in G indotto dall’ipossia sia associato ad una diminuzione dell’attivita di
alcuni complessi ciclina-CDK, che portano all’iperfosforilazione della proteina Rb
(retinoblastoma) e all’arresto del ciclo cellulare (Krtolica A et al., 1998). Negli ultimi
anni ¢ emerso da diversi studi come I’ipossia possa alterare la crescita cellulare in
due modi diversi: tramite morte cellulare programmata o arresto nella crescita. Nelle
cellule trasformate 1’ipossia pud provocare apoptosi tramite la via di p53, quindi
questo puod rappresentare un potente meccanismo di selezione dei mutanti per p53
nelle popolazioni tumorali; le cellule non trasformate invece possono andare incontro
ad arresto del ciclo cellulare bloccandosi al passaggio fra la fase G; e S, senza
alterazioni della vitalita (Schmaltz C et al., 1998; Gardner LB et al., 2001).

Le risposte cellulari indotte dall’ipossia dipendono principalmente da alterazioni
nell’espressione genica, eventi controllati sia a livello trascrizionale che post-
trascrizionale, mediante i quali alcuni geni sono regolati positivamente e altri
rimangono inattivi 0 vengono repressi.

A differenza della maggior parte degli stimoli extracellulari, per i quali il segnale
deve essere tradotto dall’esterno della cellula al nucleo, portando all’attivazione di
specifici fattori di trascrizione e dei loro geni target, 1’ossigeno puo diffondere
facilmente nella cellula e attivare direttamente le risposte cellulari.

E’ noto che le alterazioni della trascrizione causate dall’ipossia sono mediate
principalmente da un fattore di trascrizione specifico, chiamato HIF (hypoxia
inducile factor), ma recentemente ¢ stata dimostrata 1’attivazione anche di altri fattori
di trascrizione ed e stato visto come nella risposta allo stress ipossico siano coinvolti

anche processi HIF-indipendenti.
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La scoperta dell’hypoxia inducible factor (HIF)

Alla fine degli anni *80 fu scoperto che il gene per I’eritropoietina (EPO), un ormone
che stimola la proliferazione eritrocitaria, viene trascritto in condizioni di ipossia
(Golderg MA et al., 1988); questo fu poi utilizzato come prototipo per studiare i geni
indotti dall’ipossia e 1 fattori di trascrizione regolati dai livelli di ossigeno.

Il gene umano per EPO contiene al 3’ un elemento enhancer che viene attivato in
condizioni di bassa tensione di ossigeno: questo porto alla scoperta di un elemento di
risposta all’ipossia (hypoxia response element, HRE, 5’-RCGTG-3"), responsabile
della trascrizione genica indotta dall’ipossia (Semenza GL et al., 1991).

In seqguito il gruppo di Semenza identifico e clono il fattore di trascrizione
responsabile del legame alle sequenze HRE, e questo fu chiamato hypoxia inducible
factor, o HIF (Semenza GL and Wang GL, 1992; Wang GL et al., 1995); in seguito
divenne HIF-1, con la subunita inducibile HIF-1a.

Fu visto che HIF-1 legava il DNA e mediava 1’espressione di un gene reporter
contenente le sequenze HRE sia in cellule esprimenti EPO sia in cellule che non
esprimevano tale proteina, suggerendo quindi una sua funzione generale di attivatore
della trascrizione in condizioni di ipossia. In seguito, in diversi geni inducibili in
ipossia, furono scoperte sequenze regolatorie molto simili alla sequenza HRE di
EPO, ad esempio nel gene del vascular endothelial growth factor (VEGF), che
media ’angiogenesi, nel gene per il trasportatore 1 del glucosio, e nei geni di enzimi
glicolitici come la fosfoglicerato-cinasi e 1’aldolasi (Goldberg MA et al., 1994; Ebert
BL et al., 1995; Firth JD et a., 1994). Percio si scopri che HIF-1a svolge un ruolo
generale nel mediare diverse risposte fisiologiche all’ipossia, a partire da processi
che rispondono rapidamente alla carenza di ossigeno, come |’eritropoiesi e la
glicolisi, fino a soluzioni a lungo termine come 1’angiogenesi.

Poco dopo la scoperta di HIF-1a, fu isolato e clonato anche il fattore HIF-2a,
chiamato anche endothelial Per-ARNT-Sim (PAS) protein (EPAS), HIF-like factor
(HLF) o HIF-related factor (HRF) (Tian H et al., 1997; Ema M et al., 1997). Studi
successivi hanno dimostrato che, a differenza di HIF-1a, che ¢ espresso
ubiquitariamente, HIF-2a si trova principalmente nel polmone, nell’endotelio e nei
corpi carotidei (Tian H et al., 1998).

HIF-1o e HIF-2a condividono molte caratteristiche strutturali e biochimiche, ma

hanno funzioni non ridondanti; studi su topi knock-out hanno dimostrato che sia
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HIF-1a sia HIF-200 hanno un’importanza fondamentale per lo sviluppo ¢ la
sopravvivenza embrionale, ma i topi knock-out per HIF-2a mostrano fenotipi diversi
dipendenti dalle loro caratteristiche genetiche (Kotch LE et al., 1999; Compernolle V
et al., 2002); inoltre HIF-2a non puo sostituire funzionalmente HIF-1a nelle cellule
embrionali staminali (Hu CJ et al., 2006). A differenza di HIF-1a, i cui geni target
sono stati ampiamente studiati, solo negli ultimi anni sta emergendo I’importanza del
ruolo fisiologico di HIF-2a.

Nel 1998 e stato isolato e caratterizzato nei mammiferi anche un terzo membro della
famiglia di HIF-a, che ¢ stato chiamato HIF-3a (Gu YZ et al., 1998), questo ¢
espresso principalmente nel timo, nel polmone, nel cervello, nel cuore e nel fegato,
esiste in diverse varianti di splicing (Maynard MA et al., 2003) e le sue funzioni sono

ancora poco conosciute.

Struttura di HIF

HIF ¢ un fattore di trascrizione eterodimerico, formato dall’associazione di due
diversi componenti: un membro della famiglia HIF-a, che costituisce la subunita
ossigeno-sensibile, e la subunita costitutiva HIF-B, di 789 amminoacidi, conosciuta
anche come aryl hydrocarbon receptor nuclear transolcator (ARNT), perché fu
originariamente identificato come partner eterodimerico dell’aryl hydrocarbon
receptor (AHR) (Reyes H et al., 1992).

Entrambe le subunita o e [ appartengono ad una famiglia di proteine caratterizzate
dalla presenza di un dominio basic helix-loop-helix (bHLH) e un numero variabile di
domini PAS (acronimo derivante dalle prime proteine, PER, ARNT, SIM, in cui il
dominio é stato identificato) (Jiang BH et al., 1996; Yang J et al., 2005).

HIF-1a ¢ una proteina di 826 amminoacidi, presenta nella regione N-terminale un
dominio bHLH e un dominio PAS, che sono essenziali per la dimerizzazione con
HIF-1B e per il legame con le sequenze conservate HRE del DNA (Wang GL et al.,
1995).

HIF-1a contiene poi due domini transattivatori (TADs), chiamati N-TAD (N-
terminal transactivator domain, residui 531-575) e C-TAD (C-terminal
transactivator domain, residui 786-826): questi hanno la funzione principale di
reclutare ed interagire con dei coattivatori, come CBP/p300, SRC-1 e TIF-2, che
sono fondamentali per I’attivazione trascrizionale dei geni target (Arany Z et al.,

1996; Carrero P et al., 2000). Sui domini TAD avvengono modifiche post-
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traduzionali di idrossilazione, fosforilazione, acetilazione e modificazioni redox, che
regolano I’attivita di HIF-1a.

Fra questi due domini TAD si trova un dominio inibitore (residui 576-785), che, se
deleto, aumenta la funzionalita dei domini transattivatori in condizioni normossiche
(Pugh CW et al., 1997).

Si hanno poi due segnali di localizzazione nucleare, sia al C-terminale che all’N-
terminale (residui 17-74 e 718-721), che hanno la capacita di traslocare HIF-1a nel
nucleo, indipendentemente dalla dimerizzazione con HIF-1p (Kallio PJ et al., 1998).
Infine, una componente fondamentale & il dominio di degradazione ossigeno
dipendente (oxygen-dependent degradation domain, ODD, residui 401-603) che
permette di regolare la stabilita della proteina in funzione della concentrazione di
ossigeno: in condizioni normossiche, il dominio ODD causa una rapida degradazione
di HIF-1a attraverso la via ubiquitina-proteasoma (lvan M et al., 2001; Jaakkola P et
al., 2001), inoltre questo dominio contiene due sequenze PEST, coinvolte anch’esse
nella regolazione della degradazione di HIF-1a.

HIF-20, di 870 amminoacidi, € molto simile alla isoforma HIF-1a, condivide con
questo il 48% della sequenza aminoacidica e mostra molte omologie strutturali e
biochimiche, ad esempio la capacita di dimerizzare con la subunita HIF-1p ¢ di
legare le sequenze HRE.

HIF-3a ¢ la isoforma piu piccola (667 amminoacidi) e mostra alcune differenze
strutturali con le altre due isoforme a; anch’essa dimerizza con HIF-1f e lega le
sequenze HRE. Questo fattore sembra essere coinvolto anche nella down-regolazione
della risposta ipossica, infatti una forma di splicing alternativo produce un fattore con
funzione inibitoria su HIF-1a, chiamato IPAS (Makino Y et al.,, 2002), che ¢
espresso soprattutto nelle cellule del Purkinje del cervelletto e della cornea. IPAS
interagisce con la regione ammino-terminale di HIF-1a ¢ impedisce il legame con il
DNA; puo essere indotto dall’ipossia anche nel cuore e nel polmone, contribuendo

alla regolazione a feedback dell’attivita di HIF-1a in molti tessuti.
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Figura 14. Struttura delle tre isoforme di HIF-o (HIF-1a, HIF-2a, HIF-30): dominio bHLH e dominio
PAS, che permettono il legame al DNA e la dimerizzazione con la subunita HIF-18, domini
transattivatori C-TAD e N-TAD, che legano i coattivatori trascrizionali, segnale di localizzazione

nucleare NLS, e dominio ODD, sede dei principali meccanismi di regolazione di HIF.

Regolazione di HIF

Il fattore di trascrizione HIF-1 ha la funzione principale di mediare le riposte
adattative alle variazioni di ossigeno tissutale; € costituito dalla subunita costitutiva
HIF-1B, che ¢ espressa ubiquitariamente ed ¢ mantenuta ad una concentrazione
costante indipendentemente dalla pressione di ossigeno presente (Kallio PJ et al.
1997), e da una subunita HIF-a, che costituisce la parte sensibile all’ossigeno e la cui
espressione é strettamente regolata.

Come per ogni proteina, 1’espressione di HIF-1a ¢ determinata dal tasso di sintesi e
di degradazione: nel caso di HIF-1a, la trascrizione e la sintesi sono costitutive e non
sembrano essere influenzate dall’ossigeno, mentre la degradazione é principalmente
dipendente dall’ossigeno.

In condizioni di normossia HIF-1o ha una emivita molto breve (ty, ~ 5 minuti) e
viene rapidamente degradato attraverso la via ubiquitina-proteasoma dipendente
(Salceda S et al., 1997). Quando le cellule sono esposte a basse tensioni di 0ssigeno,
invece, I’emivita di HIF-1o aumenta fino a circa 30 minuti, il fattore diventa stabile e

trasloca nel nucleo, dove dimerizza con HIF-1B ¢ forma cosi il complesso HIF
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trascrizionalmente attivo; questo si associa alle sequenze HRE nelle zone regolatorie
dei geni target e lega coattivatori trascrizionali, che inducono 1’espressione genica
(Lando D et al., 2002).

La stabilita e Iattivita di HIF-1a sono strettamente regolate, principalmente tramite
modificazioni post-traduzionali: idrossilazioni, ubiquitinazioni, acetilazioni e

fosforilazioni.

L’instabilita di HIF-la in condizioni di normossia ¢ mediata principalmente da
reazioni di idrossilazione sul dominio ODD (Huang LE et al., 1998).

In condizioni di alta tensione di ossigeno, HIF-1lo, appena sintetizzato, viene
rapidamente idrossilato sulle proline 402 e 564, localizzate nel dominio ODD, ad
opera di tre prolil-idrossilasi, chiamate nell’'uomo prolyl hydroxylase-domain protein
(PHD) 1-3. | residui di prolina sono conservati in HIF-2a (Pro405 e Pro530) e HIF-
3a e si trovano all’interno di una sequenza consenso, LXXLAP, conservata nei due
siti per tutte le isoforme, ad eccezione della seconda prolina di HIF-3a, che ha una
sequenza LXXLHP (Bruick RK et al., 2001; Masson N et al., 2001).

Le PHD sono delle diossigenasi, (2-oxoglutarate-dependent-dioxygenases),
utilizzano I’ossigeno molecolare O, e 1’a-chetoglutarato come substrati, Fe?*e
ascorbato come cofattori; il processo di idrossilazione prevede la scissione della
molecola di O, un atomo viene trasferito al residuo di prolina, 1’altro invece reagisce
con I’a-chetoglutarato generando succinato e CO, (Bruick RK et al., 2001). In
condizioni fisiologiche 1’0, & un substrato limitante e questo fa si che la regolazione
di HIF-1a sia ossigeno-dipendente (Jiang BH et al., 1996).

Le tre PHD sono tutte in grado di idrossilare HIF-o in vitro, ma PHD2 possiede
I’attivita maggiore (attivita relativa PHD2>>PHD3>PHD1) ed ¢ stato dimostrato che
questa e la principale regolatrice del turnover di HIF-1a in vivo (Huang J et al.,
2002). Silenziando PHD2, HIF-1a diventa stabile in condizioni di normossia, mentre
I’inibizione di PHD1 e PHD3 non produce gli stessi effetti (Berra E et al., 2003).
Inoltre I’ipossia induce I’espressione sia di PHD2 che di PHD3, mentre non influenza
PHD1 (Epstein AC et al., 2001), questo potrebbe rappresentare un meccanismo
tramite il quale HIF-1a regola la sua stessa attivita.

PHD2 e localizzato principalmente nel citoplasma, mentre PHD1 si trova
principalmente nel nucleo e PHD3 in entrambi i compartimenti, PHD2 & comunque

in grado di spostarsi tra il citoplasma e il nucleo, contribuendo quindi alla
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degradazione di HIF-1a in entrambi i compartimenti (Metzen E et al., 2003). Tutte e
tre le isoforme sono espresse in molti tessuti, ma mostrano un’overespressione
tessuto-specifica: PHD2 é abbondante nel tessuto adiposo, PHD3 nel cuore e nella
placenta e PHD1 nei testicoli (Oehme F et al., 2002; Lieb ME et al., 2002). Le
differenze nell’attivita enzimatica delle tre isoforme, la diversa localizzazione
subcellulare e la distribuzione tissutale possono rendere conto di una risposta
all’ipossia graduale ¢ tessuto-specifica.

L’idrossilazione delle proline Pro-402 e Pro-564 € un punto chiave nella via di
degradazione di HIF-1a, infatti permette 1’interazione della proteina oncosoppressore
von-Hippen-Lindau (pVHL) con il dominio ODD idrossilato di HIF-1a (Ivan M et
al., 2001). pVHL é una componente del complesso E3 ubiquitina-ligasi, che indirizza
le proteine alla proteolisi ubiquitino-mediata nel proteasoma (Cockman M et al.,
2000). Inibitori del proteasoma o mutazioni dell’enzima E1 stabilizzano HIF-1a,
dimostrando che in condizioni normossiche HIF-la ¢ degradato mediante
ubiquitinazione e degradazione proteasomica (Huang LE et al., 1998; Salceda S et
al., 1997).

In presenza di ossigeno, le PHD sono attive e idrossilano le proline di HIF-1a,
permettendo il legame di VHL e la successiva ubiquitinazione, con conseguente
degradazione di HIF-1a; I’assenza di ossigeno causa una mancanza di attivita
dell’enzima, non si ha modificazione delle proline né legame di pVHL con HIF-1a,
questo porta ad una stabilizzazione di HIF-1a e ad un suo accumulo nella cellula.
L’assoluta necessita di ossigeno come co-substrato fa si che le PHD funzionino da
sensori di ossigeno cellulari.

Quando le proline di HIF-1a sono idrossilate, si ha il legame con pVHL, questo si
associa alle proteine elongina C, elongina B, cullina-2 e Rbx1, formando il
complesso VCB-Cul2 E3 ligasi. Il legame di HIF-la a questo complesso
multiproteico E3 causa la poliubiquitinazione di HIF-1o, portando alla sua
degradazione nel proteasoma (Kamura T et al., 2000).

pVHL € una proteina oncosoppressore e una sua mutazione e coinvolta nello
sviluppo di diversi tipi di tumore (lliopoulos O et al., 1998; Schoenfeld A et al.,
1998); e chiamata cosi perché fu scoperta nella sindrome di von Hippen-Lindau
(VHL), una malattia ereditaria caratterizzata dallo sviluppo di tumori multipli. In

cellule in cui pVHL e mutata, HIF-1a e HIF-2a risultano stabili e attivi in normossia,
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provocano un’overespressione dei geni indotti dall’ipossia, e contribuiscono cosi alla
progressione tumorale (lliopoulos O et al., 1996).

Il complesso pVHL-ligasi E3 e espresso in modo ubiquitario nei diversi tessuti, &
localizzato prevalentemente nel citoplasma, ma e in grado di spostarsi fra nucleo e
citoplasma, rendendo possibile la degradazione di HIF-la in entrambi i
compartimenti (Berra E et al., 2001).

Sempre all’interno del dominio ODD di HIF-1a, la lisina al residuo 532 puo essere
acetilata da una acetil-transferasi chiamata ARD1 (arrest-defective 1) (Jeong JW et
al., 2002); I’acetilazione di Lys532 favorisce I’interazione di HIF-1a con pVHL e
quindi destabilizza HIF-1a. L’importanza di questa modifica nella regolazione di
HIF-1a e dimostrata dal fatto che una mutazione della Lys532 in arginina provoca un
aumento della stabilita di HIF-1o (Tanimoto K et al., 2000); inoltre il mantenimento
o ’aumento dello stato acetilato di HIF-1a, ottenuto con ’acido butirrico, che € un
inibitore generale delle deacetilasi, provoca una riduzione della quantita di proteina
presente (Kim MS et al., 2001). Poiché D’attivita delle acetiltransferasi non ¢
influenzata dall’ossigeno, ARDI pud essere attiva e acetilare HIF-1a
indipendentemente dalle condizioni di ossigeno, nonostante questo pero é stato visto
che sia ’'mRNA che la proteina ARD1 sono molto meno presenti in ipossia e questo
puo causare una minor acetilazione di HIF-1o in ipossia rispetto alla normossia
(Jeong GW et al., 2002).

L’altro principale meccanismo di regolazione dell’attivita di HIF riguarda la
modulazione dei domini di transattivazione N-TAD e C-TAD, che sono coinvolti nel
legame con i coattivatori trascrizionali.

In condizioni di normossia, I’idrossilazione del residuo di asparagina Asn803 in HIF-
la e Asn851 in HIF-2a (Sang N et al, 2002) provoca un’inibizione sterica
dell’interazione tra HIF-1a e il suo co-attivatore CBP/p300 e impedisce quindi il
reclutamento di quest’ultimo, che ¢ fondamentale per I’attivazione di HIF-1a. In
ipossia non si ha idrossilazione dell’asparagina, questo permette la corretta
interazione del dominio C-TAD di HIF-1a con CBP/p300 e D’attivazione della
trscrizione dei geni target (Lando D et al., 2002).

Il responsabile di questa regolazione e una asparagil-idrossilasi, inizialmente
descritta come fattore inibitore di HIF-1, FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) (Mahon PC
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et al.,, 2001). Come le PHD, anche FIH-1 & una diossigenasi 2-OG-dipendente e
utilizza come cofattori Fe?* e ascorbato, 1’utilizzo dell’ossigeno come substrato rende
questo enzima un secondo sensore dell’ossigeno. FIH-1 € localizzato
prevalentemente nel citoplasma, ma una piccola frazione si trova anche nel nucleo, la
sua trascrizione € indipendente dalla concentrazione di ossigeno e ha la funzione di

regolare non la stabilita di HIF-10, ma la sua attivita (Metzen E et al., 2003).

Oltre a quelli descritti finora, esistono anche altri meccanismi che regolano la
stabilita di HIF-1, indipendenti dalle idrossilasi, ad esempio lo chaperone molecolare
Hsp90 e un regolatore della stabilita di HIF-1 ed e indipendente da pVHL e
dall’ossigeno (Isaacs JS et al., 2002).

E’ stata descritta per HIF-1a anche una regolazione per fosforilazione diretta, ad
opera delle MAPK: sia p42/44 che p38 fosforilano HIF-1a e HIF-2q, sia in vitro che
in vivo (Richard DE et al., 1999). Sembra che la fosforilazione non influenzi la
stabilita di HIF-1a o il suo legame al DNA, ma piuttosto aumenti [’attivita
trascrizionale di HIF-1; una spiegazione di questo potrebbe essere che HIF-1B leghi
preferenzialmente la forma fosforilata di HIF-1a. La fosforilazione porta quindi
all’attivazione di HIF-1a e alla trascrizione dei suoi geni target, come il VEGF e
I’eritropoietina.

Altre modifiche post-traduzionali a carico di HIF-1a sono la S-nitrosazione sulla
cisteina Cys800, che favorisce I’interazione con CBP/p300 e quindi I’attivita
trascrizionale di HIF-1o (Yasinska IM et al., 2003), e la SUMOilazione, che pud
promuovere sia la stabilizzazione che la degradazione di HIF-1a.

L’ipossia induce I’espressione di SUMO-1 (small ubiquitin-like modifier) (Shao R et
al., 2004), e favorisce cosi la sumoilazione di HIF-1a. A questo processo era stato
inizialmente attribuito un aumento di stabilita della proteina, perd dati recenti
dimostrano che puo anche favorire la degradazione di HIF-1a: infatti la sumoilazione
favorisce il legame di HIF-1ao con il complesso pVHL-E3 ligasi, in maniera
indipendente dall’idrossilazione delle proline, favorendo cosi I’ubiquitinazione e la
degradazione di HIF-la. In ipossia, la degradazione di HIF-la mediata dalla
sumoilazione e bloccata da SENP1 (SUMOZ1/sentrin specific peptidase 1), una
proteasi nucleare che rimuove SUMO da HIF-1a; il knockdown di SENPI
diminuisce Pespressione di HIF-1a, embrioni SENP1” manifestano una grave

anemia fetale dovuta ad una carenza nell’espressione dell’eritropoietina, dimostrando
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quindi il ruolo fisiologico di SENP1 nella regolazione di HIF-1a (Cheng J et al.,
2007).
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Figura 15. Meccanismi di regolazione di HIF-1a, che determinano la sua stabilita e la sua attivita

trascrizionale: reazioni di idrossilazione, ubiquitinazione, acetilazione, fosforilazione.

La sintesi di HIF-1a invece e regolata a livello trascrizionale, principalmente ad
opera di fattori di crescita, e non € dipendente dalla concentrazione di ossigeno (fig.
16). L’aumento di HIF-1a in risposta alla stimolazione con fattori di crescita
differisce quindi dall’aumento in condizioni di ipossia perché non ¢ associata ad una
diminuita degradazione di HIF-1a, ma ad un’attivazione della sua sintesi attraverso
le vie di PI3K o delle MAPK (Fukuda R et al., 2002; Fukuda R et al., 2003,
Laughner E et al., 2001; Zhong H et al., 2000); inoltre, a differenza dell’ipossia, che
aumenta 1’espressione di HIF-1a in tutti i tipi cellulari, la stimolazione con fattori di
crescita induce 1’espressione di HIF-1a in cellule specifiche.

Le principali vie di segnalazione attivate dai recettori dei fattori di crescita, che
trasducono segnali di proliferazione e sopravvivenza, inducono quindi anche
I’espressione di HIF-1a. Questa puo essere vista come una strategia preventiva per

mantenere 1’omeostasi dell’ossigeno: infatti piu cellule sono presenti in un tessuto
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piu ossigeno e consumato e, quando una cellule si divide in due cellule figlie,
aumenta il consumo di ossigeno. Le cellule proliferanti esprimono VEGF, che
stimola 1’angiogenesi, aumentando cosi la perfusione tissutale, necessaria a
mantenere 1’ossigenazione di un maggior numero di cellule; inoltre in condizioni di
proliferazione le cellule utilizzano preferenzialmente la via glicolitica piuttosto che il
metabolismo ossidativo per generare ATP (Brand KA et al., 1997). L’induzione
dell’angiogenesi e della glicolisi nelle cellule in proliferazione ¢ mediata in parte

dall’attivazione di HIF-1q.
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Figura 16. Regolazione della sintesi di HIF-1a.: i principali fattori di crescita inducono l’espressione

di HIF-1a, tramite [’attivazione delle vie di segnalazione di MAPK e PI3K.
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Attivazione di HIF in normossia

Oltre al suo ruolo prevalente nel mediare le riposte all’ipossia, diversi dati ipotizzano
che HIF possa essere attivo anche nelle cellule ossigenate.

Abbiamo gia visto come HIF-1a risponda anche a stimoli non ipossici, quali ormoni,
fattori di crescita, fattori di coagulazione, peptidi vasoattivi e citochine; sembra che
in condizioni normossiche HIF svolga una funzione autocrina nello stimolo alla
proliferazione, alla sopravvivenza e nella riparazione dei tessuti, permettendo
risposte rapide alle variazioni ambientali.

La stabilizzazione di HIF nelle cellule ossigenate sembra essere mediata dai ROS,
che vengono indotti nella cascata del segnale di molti dei fattori citati prima: infatti,
I’incubazione delle cellule con H,O, 0 un qualungue stress ossidativo causano una
stabilizzazione di HIF e I’attivazione dei suoi geni bersaglio, anche quando i livelli di
ossigeno sono elevati (Chandel NS et al.,, 1998; Duyndam MC et al., 2001).
Trattamenti con agenti anti-ossidanti riducono I’accumulo di HIF-1la e 1’espressione
dei geni bersaglio in molte cellule (Haddad JJ et al., 2001; Tacchini L et al., 2001).
Questo dimostra quindi che la stabilita di HIF € sensibile allo stato redox in molte
cellule ossigenate e che i ROS sono necessari e sufficienti per stabilizzare le proteine
HIF-a.

La funzione dei ROS nella stabilizzazione di HIF sembra essere principalmente
quella di modulare I’attivita delle PHD. Le PHD funzionano in base alla disponibilita
di ossigeno, ma per essere pienamente attive hanno bisogno anche della presenza di
ossiglutarato e dello ione Fe**. Usando cellule mancanti di junD, che manifestano
uno stress ossidativo cronico, é stato scoperto che la regolazione in base al ferro delle
PHD e dipendente da ROS (Gerald D et al., 2004). La produzione di ROS
interferisce con la disponibilita di Fe®* nel sito catalitico prolil-idrossilasico, inibendo
’attivita dell’enzima in condizioni di normossia: elevati livelli di H,O, favoriscono
I’ossidazione di Fe®* a Fe**, quindi un’elevata produzione di ROS riduce la presenza
di Fe®" nella cellula e aumenta la percentuale di PHD nello stato ossidato con Fe** e
quindi inattivo. L’aggiunta di Fe®* nelle cellule junD™ riduce i livelli di HIF-1a, ¢ lo
stesso effetto si ha utilizzando agenti riducenti come la cisteina e il glutatione, o anti-
ossidanti come 1’ascorbato: a concentrazioni fisiologiche [’ascorbato aumenta
I"attivita delle PHD e la degradazione di HIF, favorendo la disponibilita di Fe?* nel
sito attivo delle idrossilasi (Knowles HJ et al., 2003).
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Anche D’attivita di FIH ¢ dipendente dalla presenza di ossigeno, ossiglutarato e Fe®";
come le PHD, anche questo enzima & sensibile alla diminuita disponibilita di Fe**
indotta dai ROS e promuove cosi I’accumulo di HIF.

Inoltre é stato visto che alcuni metaboliti del glucosio, come i 2-ossiacidi, possono
occupare il sito di legame dell’ossiglutarato nelle PHD e inibire in questo modo la
loro attivita enzimatica; questa inibizione viene annullata in presenza di ascorbato,
agenti riducenti o se si aggiunge Fe?*, dimostrando quindi che ’inibizione delle PHD
da parte dei 2-ossiacidi ¢ dovuta all’ossidazione dello ione ferro (Lu H et al., 2005).
Le PHD quindi non hanno solo la funzione di segnalare variazioni nei livelli di
ossigeno cellulare, ma possono essere regolate anche da diverse vie di segnalazione:
vari tipi di stress cellulari e le vie metaboliche possono indurre 1’attivazione di HIF

anche in cellule ben ossigenate (fig. 17).
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Figura 17. Regolazione delle PHD: variazioni nella disponibilita di O, Fe?* e ossiglutarato
inibiscono I'attivazione delle PHD e quindi attivano HIF. Diversi stimoli fisiologici regolano I’attivita
delle PHD, anche in normossia, le PHD sono regolate dalla concentrazione di ossigeno, ma anche

dai ROS e da metaboliti come il succinato e il fumarato.
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I geni bersaglio di HIF

Il fattore di trascrizione HIF-1 é il principale regolatore della risposta ipossica, fino
ad oggi sono stati scoperti moltissimi geni attivati da HIF, coinvolti nell’adattamento
all’ipossia, e il loro numero ¢ in continuo aumento.

In ipossia HIF-1 risulta stabile e attivo e regola 1’espressione genica legandosi alle
sequenze HRE; per attivare la trascrizione della maggior parte dei suoi geni
bersaglio, HIF si lega al coattivatore trascrizionale p300 o CBP (Ruas JL et al.,
2005), ma possono essere coinvolti anche altri meccanismi di attivazione o altri
cofattori (Kasper LH et al., 2005; Kasper LH et al., 2006). Tutte le cellule e gli
organismi hanno bisogno di adattarsi alle variazioni della concentrazione di ossigeno,
percio la maggior parte dei geni bersaglio di HIF-1 sono regolati in modo tessuto-
specifico; questa specificita ¢ resa possibile dall’interazione di HIF-1 con altri fattori
di trascrizione, che determina in ogni particolare cellula ipossica il sottogruppo di
geni che saranno attivati da HIF-1.

L’attivazione di questi geni ha lo scopo di assicurare sia che le cellule recuperino
I’omeostasi dell’ossigeno, sopravvivendo con la produzione di energia minima
ottenuta con la glicolisi, sia che le cellule muoiano se persiste la mancanza di

0ssigeno.

Per prima cosa, in condizioni di carenza di ossigeno & necessario ristabilire un
corretto trasporto di ossigeno nel sangue. Si ha una up-regolazione dei geni
responsabili dell’eritropoiesi, come EPO, che stimola la formazione delle cellule
rosse del sangue, aumentando cosi il numero di eritrociti (Semenza GL et al., 1991).
Inoltre, per garantire una corretta sintesi di emoglobina, poiché la produzione di eme
e regolata dalla disponibilita di ferro, si ha una up-regolazione dei geni coinvolti nel
metabolismo del ferro. In ipossia viene incrementata ’espressione della transferrina
(Tf), che trasporta Fe** nel sangue, del recettore della transferrina (Tfr), che rende
possibile I’uptake del ferro, e della ceruloplasmina (o ferrossidasi) che ossida lo ione
ferroso Fe’* a ferrico Fe** (Rolfs A et al., 1997; Bianchi L et al., 1999;
Mukhopadhyay CK et al., 2000).
Per aumentare la vascolarizzazione e diminuire quindi la distanza di diffusione
dell’ossigeno, viene stimolata anche 1’angiogenesi. In ipossia sono indotti molti geni
coinvolti in diversi passaggi dell’angiogenesi, fra questi uno dei principali ¢ il
vascular endothelial growth factor (VEGF), il piu potente mitogeno specifico per
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I’endotelio, che richiama le cellule endoteliali nelle zone ipossiche e non
vascolarizzate e stimola la loro proliferazione (Levy AP et al., 1995). HIF-1a attiva
la trascrizione dei geni di vari altri fattori pro-angiogenici e di geni coinvolti nella
regolazione del tono vascolare, come 1’ossido nitrico sintasi (NOS2) (Melillo G et
al., 1995), ’eme-ossigensi 1 (Lee PJ et al., 1997), I’endotelina 1 (ET1) (Hu J et al.,
1998), I’adrenomodulina (Nguyen SV et al., 1999) e il recettore o;g-adrenergico
(Eckhart AD et al., 1997). Inoltre I’ipossia induce 1’espressione di geni coinvolti nel
metabolismo della matrice e nella maturazione dei vasi, come le metalloproteasi
(MMPs) (Ben-Yosef Y et al., 2002), i recettori dell’attivatore del plasminogeno e
degli inibitori del plasminogeno (PAIs) (Kietzmann T et al., 1999) e la collagene-
prolil-idrossilasi (Takahashi Y et al., 2000).

Per quanto riguarda il metabolismo energetico, in condizioni di carenza di ossigeno
le cellule passano da un metabolismo del glucosio di tipo ossidativo (ciclo degli acidi
tricarbossilici) ad un metabolismo prevalentemente glicolitico, che é indipendente
dall’ossigeno (Firth JD et al., 1995; Semenza GL et al., 1996; Iyer NV et al., 1998).
La glicolisi produce pero solo 2 molecole di ATP per ogni glucosio, a differenza del
ciclo degli acidi tricarbossilici che porta alla formazione di 38 molecole di ATP,
quindi le cellule ipossiche aumentano la loro capacita di produrre energia
incrementando I’uptake del glucosio. L’ipossia e HIF inducono 1’espressione genica
dei trasportatori del glucosio 1 e 3 (Chen et al., 2001) e di diversi enzimi glicolitici
(ad esempio la fosfofruttochinasi 2 e la fruttosio-2,6-bisfosfato), inoltre si ha
I’induzione della piruvato deidrogenasi 1 e della lattato deidrogenasi, che
diminuiscono la disponibilita di piruvato incrementando la conversione in lattato e
causando quindi un’inibizione del ciclo di Krebs (Brahimi-Horn MC et al., 2007). |
prodotti del metabolismo glicolitico, in particolare lattato e piruvato, causano un
accumulo di HIF-loo in normossia e regolano 1’espressione dei geni indotti
dall’ipossia, creando cosi un controllo a feedback positivo (Lu H et al., 2002).

Il passaggio ad un metabolismo prevalentemente glicolitico e quindi anaerobio
incrementa la produzione di acido lattico e di CO;, che potrebbero causare un’acidosi
intracellulare. Per contrastare questo effetto, HIF-1 attiva 1’espressione del
trasportatore monocarbossilico 4 (MTC4), che permette I’efflusso di acido lattico, e
dell’anidrasi carbonica IX, che catalizza la conversione della CO, extracellulare in

acido carbonico (H,COs); questo comporta un’acidificazione dello spazio
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extracellulare, mentre all’interno della cellula il pH aumenta grazie all’ingresso di
HCOs'.

L’ipossia e HIF-1 inducono I’espressione di vari fattori di crescita, come 1’IGF2
(insulin-like growth factor) e il TGF (transforming growth factor-a) (Feldser D et al.,
1999; Krishnamachary B et al., 2003). Questi fattori di crescita si legano ai loro
recettori e attivano vie di traduzione del segnale, come quella di MAPK e PI3K, che
stimolano proliferazione e sopravvivenza cellulare e, come detto prima,
contribuiscono anche all’attivazione di HIF-1; questo porta ad un aumento della
trascrizione dei geni target di HIF, fra cui anche quelli di IGF2 e TGF e costituisce
quindi un meccanismo di segnalazione autocrina, fondamentale ad esempio nella
progressione tumorale.

L’adattamento all’ipossia non comporta solo uno stimolo alla sopravvivenza, ma, in
alcune situazioni, anche un’induzione dell’apoptosi. In diverse linee cellulari ¢ stato
osservata in ipossia I’attivazione della caspasi-3 e della caspasi-9 mediata da Apaf, e
il rilascio del citocromo ¢ (McClintock DS et al., 2002). Se HIF ¢ deleto, si ha un
minor tasso di apoptosi in ipossia rispetto alle cellule wild-type (Carmeliet P et al.,
1998); I’espressione di HIF-1a e di HIF-1p sono correlate con I’espressione di fattori
pro-apoptotici, come la caspasi-3, Fas, il ligando di Fas (Volm M et al., 2000),
inoltre I’ipossia inibisce 1’espressione della proteina anti-apoptotica Bcl-2, mentre
induce la proteina pro-apoptotica BNip3 (Bcl-2/adenovirus EIB 19-kDa interacting
protein) (Bruick RK, 2000). HIF induce anche I’espressione di alcuni geni coinvolti
nel controllo del ciclo cellulare, come p53 e p21 (Carmeliet et al., 1998).

Oltre a quelli descritti finora, HIF-1 regola anche molti altri geni coinvolti in diversi
processi, come 1’adipogenesi (Yun Z et al., 2002), la formazione dei corpi carotidei
(Kline DD et al., 2002), lo sviluppo dei linfociti B e la risposta immunitaria (Kojima
H etal., 2002).
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Figura 18. | principali geni bersaglio di HIF sono coinvolti in vari processi cellulari che hanno lo

scopo di mantenere [’'omeostasi in condizioni di ipossia.
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RUOLO FISIOLOGICO E PATOLOGICO
DELL’IPOSSIA E DI HIF

L’ipossia e HIF sono implicati nell’attivazione di diversi geni coinvolti
nell’induzione dell’apoptosi, della crescita e della sopravvivenza cellulare, e
svolgono quindi un ruolo importante nella regolazione del ciclo cellulare. Sono
inoltre coinvolti nel normale sviluppo embrionale e nella fisiopatologia di moltissime
malattie umane, quali I’ischemia e la progressione tumorale. Alcuni processi
fondamentali nella progressione tumorale sono 1’induzione del processo di
angiogenesi, che garantisce un incremento del trasporto di ossigeno alle cellule, e
I’attivazione della glicolisi, detto effetto Warburg (Seagroves TN et al., 2001). HIF-1
¢ coinvolto nell’attivazione di geni essenziali per entrambi questi processi, sia HIF-
la che HIF-20 hanno un ruolo nella progressione tumorale e conferiscono un

vantaggio selettivo alle cellule tumorali.

Regolazione dell’apoptosi e del ciclo cellulare

L’ipossia puo alterare la proliferazione cellulare in due modi diversi: mediante morte
cellulare programmata o arresto del ciclo cellulare.

Nelle cellule tumorali la riposta principale all’ipossia ¢ 1’apoptosi, mediata
dall’attivazione della proteina p53 (Schmaltz C et al., 1998). Inizialmente si credeva
che queste alterazioni fossero mediate da un’azione diretta di p53 nel processo
apoptotico, ma [’attivazione di p53 avviene solo in condizioni quasi anossiche, non
in ipossia. Studi successivi hanno dimostrato invece che nell’apoptosi indotta in
ipossia é coinvolto HIF (Carmeliet P et al., 1998): p53 presenta due domini in grado
di legare sequenze specifiche vicine e all’interno del dominio ODD di HIF-1la, e
questa interazione pud avvenire indipendentemente dallo stato di idrossilazione.
L’associazione di p53 a HIF-1a porta ad una stabilizzazione e attivazione di p53 in
ipossia (Suzuki H et al., 2001), quindi I’espressione di HIF-la puo causare un
accumulo di p53 nelle cellule ipossiche e indurre I’apoptosi attraverso 1’attivazione
della via di p53 (An WG et al., 1998).

Oltre all’interazione diretta con p53, HIF puo regolare 1’attivazione dell’apoptosi

tramite p53 anche attraverso 1’attivazione di Nip3, una proteina propoptotica che ¢ in
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grado di legare fattori anti-apoptotici della famiglia Bcl-2, come Bcl-2 e Bcl-X,
bloccando la loro attivita e promuovendo cosi 1’apoptosi (Ray R et al., 2000).

Per quanto riguarda invece I’arresto delle cellule in fase G; in ipossia, ci sono dati
contrastanti sugli effetti di p53: cellule mancanti di p53 mostrano un accumulo di
cellule in fase G; in ipossia, ma questo effetto puo essere dovuto ad un aumento di
attivita di HIF, piuttosto che ad un’azione diretta di p53 (Graeber TG et al., 1994).
L’arresto del ciclo cellulare invece ¢ mediato principalmente dall’attivita di alcune
cinasi ciclina-dipendenti (CDK), che regolano la fosforilazione della proteina del
retinoblastoma (pRb). Nello stato iperfosforilato la proteina pRb favorisce 1’ingresso
in fase S, mentre un accumulo di pRb nella forma ipofosforilata porta ad un arresto
del ciclo cellulare e ad un accumulo delle cellule in fase G; (Knudsen E et al., 1997).
L’ipofosforilazione di pRb pud essere una conseguenza dell’ipossia, dovuta
all’attivazione di specifiche fosfatasi (Krtolica A et al., 1998). Le due cinasi ciclina-
dipedenti principalmente coinvolte nella fosforilazione di pRb sono CDK4/6 e
CDK2; Iattivita di queste cinasi ¢ regolata da specifici inibitori (CKlIs), la famiglia
di inibitori INK4 (p15, p16, p18, p19) che inibiscono CDK 4 e 6, e la famiglia
Cip/kip, che comprende p21 e p27, inibitori di CDK2. In ipossia € stato rilevato un
aumento dei livelli delle proteine p21 e p27, in particolare, p27 si lega direttamente a
CDK?2 in condizioni ipossiche, avvalorando I’ipotesi di un legame tra 1’ipossia e la
regolazione del ciclo cellulare (Krtolica A et al., 1998).

Si sa ancora poco su quale sia il ruolo di HIF e di pVHL in questo arresto del ciclo
cellulare in ipossia. La ciclina G2, un regolatore negativo del ciclo cellulare, in
alcuni tipi cellulari € indotto in ipossia tramite I’attivazione di HIF (Bennin DA et al.,
2002); anche la ciclina E, che lega CDK2 e modula la sua attivita cinasica sembra
essere regolata da HIF-1 (Goda N et al., 2003).

Per quanto riguarda 1’induzione di p21 e p27, ¢ stato visto che in fibroblasti
embrionali murini (MEFS) mancanti di p21, p27 e Rb I’ipossia pud causare
comunque arresto del ciclo cellulare, dimostrando quindi che tutte queste proteine
non sono necessarie per 1’arresto del ciclo, almeno in questo tipo cellulare (Green S
et al., 2001). Anche I’induzione di CKI e controversa, infatti alcuni studi hanno
trovato una dipendenza dell’induzione di questi fattori da HIF, mentre altri hanno
dimostrato una loro attivazione HIF-indipendente (Gardner L et al., 2001; Horrée N
et al., 2008).
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Il comportamento delle due isoforme HIF-1a e HIF-2a sulla regolazione del ciclo
cellulare & ancora oggetto di studio: alcuni lavori hanno descritto un effetto opposto
di queste due isoforme sulla regolazione del ciclo cellulare (Gordan J et al., 2007),
altri lavori invece hanno trovato un’implicazione di questi due fattori nell’arresto del
ciclo cellulare anche indipendentemente dall’ipossia (Hackenbeck T et al., 2009).

Normoxia Hypoxia

Anoxia
PO, L/,

: 8%
: cs o

— a QL
Proteasome : CKis %"-: g
3 ps7 P27 p21 B E
: &8

: 52

-

ol g

o

“oa CDK2
X . CyclinE
inactiv:

(E2F
P\
: }
G1 arrest

proliferation

Figura 19. Regolazione del ciclo cellulare in ipossia e normossia: p53 é responsabile dell’induzione

dell’apoptosi in condizioni anossiche, p21 e p27, probabilmente attivate da HIF, regolano [’arresto
del ciclo cellulare in ipossia.

Sviluppo embrionale

L’ipossia viene generalmente associata a patologie come

I’ischemia, le
inflammazioni e i tumori solidi, ma condizioni ipossiche possono manifestarsi anche

nello normale sviluppo embrionale o nell’adulto, dove spesso creano nicchie che
regolano il differenziamento cellulare.
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I componenti del sistema di HIF svolgono un ruolo essenziale nello sviluppo
embrionale, il knockout di HIF-1a, HIF-2a ¢ HIF-1 comportano un’alterazione
dello sviluppo vascolare e mortalita nel topo. Embrioni mancanti di HIF-1a (HIF-1a
/') muoiono all’undicesimo giorno di sviluppo per mancanza di formazione dei vasi
sanguigni, formazione alterata della cresta neurale e malformazioni cardiovascolari
(lyer NV et al., 1998; Ryan HE et al., 1998). Topi eterozigoti con un solo allele di
HIF-1a (HIF-1o ") si sviluppano normalmente, ma hanno risposte alterate quando si
trovano in condizioni di ipossia cronica (Yu AY et al., 1999). L’inattivazione di HIF-
2a (HIF-20, ") comporta fenotipi piuttosto diversi: gli embrioni di topo muoiono per
un’inadeguata fusione e rimodellamento dei vasi sanguigni, incompleta maturazione
dei polmoni ¢ un’insufficienza di produzione delle catecolamine (Peng J et al., 2000;
Tian H et al., 1998). Percio sembra che HIF-1o e HIF-2a abbiano funzioni non
ridondanti nella regolazione dell’espressione genica durante lo sviluppo embrionale.
Anche gli embrioni HIF-18"" muoiono per difetti nello sviluppo vascolare e

nell’angiogenesi (Maltepe E et al., 1997).

Cancro

L’ipossia ¢ una caratteristica rilevante nella progressione tumorale, puo essere
attribuita ad una diminuita densita capillare o ad una disorganizzazione dei vasi
intorno alle cellule tumorali.

In molti tumori umani ¢ stata descritta un’overespressione di HIF-1a e di HIF-2aq,
come conseguenza dell’ipossia intratumorale o causata da alterazioni genetiche
(Zhong H et al., 1999),

L’overespressione di HIF-lo nei tumori ¢ spesso associata ad una maggiore
aggressivita. Al crescere delle dimensioni della massa tumorale, I’ambiente al suo
interno diventa sempre piu ipossico, finché non vengono creati nuovi vasi sanguigni.
Le condizioni ipossiche del tumore permettono un aumento della stabilita e
dell’attivita di HIF-1: nei tumori benigni ci sono gia livelli rilevabili della proteina
HIF-10, che diventano elevati nei tumori maligni primari, € ancora piu marcati nelle
metastasi, mentre la proteina & praticamente assente nei tessuti normali (Zhong H et
al., 1999).

Un’elevata percentuale delle alterazioni genetiche che caratterizzano le cellule
tumorali ¢ associata ad un aumento dell’espressione di HIF-la: ad esempio nella

malattia di VHL, la perdita di funzione della proteina pVHL provoca un’espressione
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costitutiva di HIF-1a (Iliopoulos O et al., 1996). La perdita della forma wild-tipe di
p53, che é inattivata nella maggior parte dei tumori umani, causa un incremento dei
livelli di HIF-1a e un aumento della trascrizione HIF-dipendente (Ravi R et al.,
2000). Anche la perdita della proteina oncosoppressore PTEN nelle cellule di
glioblastoma provoca un incremento dei livelli di HIF-1a e dell’espressione genica
da esso mediata, probabilmente tramite 1’attivazione della cascata del segnale di
PISBK/AKT (Zundel W et al., 2000). L’oncogene v-Src deve probabilmente la sua
capacita di indurre trasformazione cellulare all’attivazione di HIF (Jiang BH et al.,
1997). Infine, in alcuni casi di tumore al seno, si riscontra un’alterazione del
recettore HER2 che causa una sua piu intensa segnalazione, questa alterazione, che €
associata ad una maggior aggressivita del tumore, provoca un incremento della
sintesi di HIF-1a (Laughner E et al., 2001).

Sembra quindi che I’overespressione di HIF-1 conferisca un vantaggio selettivo alle
cellule tumorali, spesso inoltre & correlata a una maggior mortalita, e alla resistenza

ai trattamenti.

Ischemia

L’attivazione di HIF ¢ coinvolta in varie riposte fisiologiche, ad esempio in caso di
ischemia, ipossia o inflammazioni, dove svolge un ruolo essenziale nel rispondere al
danno di un organo o di un tessuto. Ad esempio i livelli di HIF e del VEGF sono
aumentati nel miocardio in pazienti che presentano occlusione delle coronarie (Lee
SH et al., 2000) e il rimodellamento vascolare in seguito ad ischemia coinvolge
I’espressione genica HIF-dipendente. In modelli di ischemia del miocardio o del
cervello, su pecora o ratto, ¢ stato dimostrato un aumento dell’espressione di HIF e

dei geni indotti da esso (Martin C et al., 1998; Bergeron M et al., 1999).
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RISPOSTE ALL’TPOSSIA INDIPENDENTI DA HIF

Quando una cellula é esposta a basse tensioni di ossigeno, viene messa in atto una
risposta coordinata, basata principalmente sulla regolazione dell’espressione genica.
Questa regolazione ¢ mediata non solo dall’attivazione trascrizionale, ma anche dalla
modulazione della traduzione proteica. La traduzione € un processo cellulare che
richiede molta energia, percio € uno dei primi ad essere ridotto in condizioni di
scarsa produzione di energia, come 1’ipossia. Anche la replicazione del DNA ¢ un
processo che richiede una grande quantita di energia e percio anch’esso ¢ modulato
in base alla tensione di ossigeno. Queste regolazioni sono prevalentemente HIF-
indipendenti, anche se HIF pud contribuire in diversi modi alla risposta cellulare
finale.

Regolazione della sintesi proteica

La riduzione della traduzione e della sintesi proteica sono state osservate
prevalentemente in condizioni di tensione di ossigeno molto bassa, quasi anossiche
(0,5-0,0%) (Koritzinsky M et al., 2005), pero é stato visto che anche una percentuale
di ossigeno meno bassa (1-5%) puo causare gli stessi effetti, sebbene con cinetica
diversa (Liu L et al., 2006).

La sintesi proteica € un processo complesso e puod essere diviso in tre principali
passaggi: inizio, allungamento e terminazione, che rappresentano altrettanti punti di
regolazione.

Negli eucarioti I’inizio & il passaggio piu complesso ed € controllato dai fattori di
inizio elFs (eukaryotic initiation factors). L’inizio della traduzione prevede il legame
al cap 5’ del’mRNA del complesso attivo elF-4F, formato dai fattori elF-4E (che
lega il cap in 5°), elF-4G (proteina scaffold) e elF-4A (elicasi ATP-dipendente).
Questa interazione rende possibile il reclutamento del complesso di pre-inizio 43S,
che comprende la subunita ribosomiale 40S, il complesso ternario (elF-2-GTP-Met-
tRNAI) e altri fattori di inizio (Sonenberg N et al., 2003); una volta assemblato,
questo complesso scorre sull’mRNA, partendo dalla regione UTR al 5°, finché non
trova il codone di inizio AUG, il fattore di inizio a questo punto viene rilasciato e si
ha il reclutamento della subunita ribosomiale 60S, che permette 1’avvio della fase di

allungamento della traduzione.
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Il complesso elF-4F e il complesso ternario costituiscono i due principali punti di
regolazione nell’inizio della traduzione: ad esempio, esiste una famiglia di proteine
che legano elF-4E (4E-BPs, elF-4E binding protein) e competono con elF-4G,
impedendo cosi la formazione del complesso elF-4F ¢ quindi 1’inizio della
traduzione. L’associazione di queste 4E-BPs con il fattore elF-4E & regolata per
fosforilazione, mediata principalmente da mTOR (mammalian target of rapamycin).
mTOR e una Ser/Thr cinasi, che risponde a diversi stimoli, quali le variazioni dello
stato energetico, la disponibilita di nutrienti, I’insulina e vari fattori di crescita, la sua
attivita e associata alla progressione del ciclo e alla crescita cellulare; mTOR
fosforila le proteine 4E-BPs, riducendo cosi la loro affinita per elF-4E, rende percio
possibile il legame con elF-4G e favorisce 1’inizio della traduzione proteica. mTOR
attiva anche la S6 cinasi (S6K), che stimola la traduzione fosforilando la proteina
ribosomiale S6 e favorendo il reclutamento di elF-4B. In ipossia I’attivita di mTOR ¢
inibita, si ha quindi ipofosforilazione di S6K e di 4E-BP1 (Liu L et al., 2006). Il
meccanismo di inibizione di mTOR non & ancora molto chiaro, ma dai dati presenti
fino ad oggi sembra che I’ipossia, provocando un abbassamento dello stato
energetico cellulare, porti all’attivazione della cinasi AMP dipendente (AMPK),
questa fosforila il complesso TSC (tuberous sclerosis complex) 1/2, che inibisce
’attivita di mTOR. Un’altra ipotesi ¢ che mTOR sia regolato dalla proteina REDDI,
questa € indotta in ipossia in maniera HIF-dipendente, attiva il complesso TSC1/2,
che a sua volta inibisce mTOR (Schwarzer R et al., 2005).

L’ipossia puo anche indurre I’iperfosforilazione della Ser51 sulla subunita a di elF2,
questo impedisce lo scambio di GDP con GTP e inibisce quindi la traduzione. Questa
fosforilazione puo essere mediata da diverse cinasi, tutte sensibili ad eventi di stress,
ma sembra che la responsabile della fosforilazione di elF2a indotta dall’ipossia sia
PERK (double-stranded RNA-activated protein kinase like-ER kinase) (Blais JD et
al., 2006) (fig.20).
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Figura 20. L ipossia attiva diverse vie che portano ad un’inibizione della traduzione.

MicroRNA in ipossia

L’inibizione della sintesi proteica in ipossia € un processo molto selettivo e non
generalizzato, infatti un’elevata percentuale di geni continua ad essere espressa a
livelli simili a quelli presenti in normossia, mentre la trascrizione e la traduzione di
altri sono soppresse. Una spiegazione ragionevole di questo fenomeno € il
coinvolgimento in ipossia dei micro RNA (miRNA).

I miRNA costituiscono una famiglia di piccoli RNA non codificanti, che influenzano
la stabilita e la traduzione del’mRNA, e in questo modo partecipano alla regolazione
dell’espressione di moltissimi geni.

Negli ultimi anni diversi gruppi di ricerca hanno cercato di identificare i miRNA
indotti dall’ipossia in diversi tipi di cancro (Kulshreshtha R et al., 2007; Hua Z et al.,
2006; Camps C et al., 2008): nell’ampio numero di miRNA identificati, solo il miR-
210 era comune a tutti gli studi e in moltissimi tumori 1’espressione di questo
microRNA é notevolmente aumentata. Nelle cellule non tumorali, invece, il miR-210
e stato identificato come regolatore chiave nella risposta delle cellule endoteliali alla
bassa tensione di ossigeno: il miR-210 sembra percio essere un fattore generale di

risposta all’ipossia (Fasanaro P et al., 2008).
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L’espressione dei miRNA e indotta dagli stessi fattori di trascrizione che regolano
I’espressione dei geni classici. In ipossia, HIF sembra svolgere un ruolo determinante
nell’induzione dei miRNA, almeno per quello che riguarda miR-210 (fig.21): ad
esempio, nelle cellule di carcinoma renale ¢ stato visto che I’induzione in ipossia di
miR-210 e dipendente dal gene oncosoppressore VHL, che regola la stabilita di HIF,
inoltre nelle cellule MCF7, il silenziamento di HIF-1 o HIF-2 annulla I’induzione di
miR-210 in ipossia (Kulshreshtha R et al., 2007). Nelle cellule endoteliali invece la
situazione e piu complessa: il silenziamento di HIF-1a blocca I’induzione di miR-
210, mentre il silenziamento di HIF-2a sembra non influenzare 1’espressione di miR-
210, ipotizzando quindi una potenziale specificita delle isoforme di HIF in alcuni
sistemi cellulari (Fasanaro P et al., 2008).

L’induzione di miR-210 mostra una dinamica marcatamente diversa rispetto a quella

di HIF, infatti I’espressione del miRNA continua ad aumentare anche dopo che si ¢

raggiunto il picco di espressione di HIF.
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Figura 21. Oltre ai geni attivati direttamente da HIF, la risposta all’ipossia attiva [’espressione di

miRNA, che a loro volta regolano [’espressione di specifici geni.

I primi indizi sui geni che potrebbero essere bersaglio di miR-210 sono stati ottenuti
da un’analisi computazionale in Drosophila: sono stati predetti piu di 70 geni, che
per lo piu appartengono alla classe dei recettori tirosino-cinasici (Griin D et al.,
2005). Per il miR-210 umano, invece, le ricerche hanno indicato un ampio spettro di
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geni candidati, che includono geni coinvolti nella proliferazione, riparazione del
DNA, rimodellamento della cromatina, metabolismo e migrazione cellulare
(Kulshreshtha R et al., 2007; Camps C et al., 2008).

Recentemente stanno emergendo i primi dati sperimentali su geni bersaglio di miR-
210: ad esempio ¢ stata identificata I’efrina A3 come bersaglio di miR-210 in
condizioni ipossiche (Fasanaro P et al., 2008), un’inattivazione di questo miRNA
nelle cellule HUVEC diminuisce la loro capacita di formare capillari e di migrare in
risposta al VEGF, I’inibizione di EFNA3 sembra percio essere necessaria per la
stimolazione della tubulogenesi mediata da miR-210. Un altro bersaglio di miR-210
identificato da analisi computazionali e poi confermato da analisi sperimentali ¢ il
fattore di trascrizione E2F3 (E2F transcription factor 3), che gioca un ruolo centrale

nella controllo del ciclo cellulare (Aslanian A et al., 2004).

Stress replicativo

Un altro processo biologico che richiede molta energia € la replicazione del DNA,
questa inizia quando il complesso ORC (origin recognition complex) si lega al DNA,
recluta il complesso dell’elicasi (Mcm2-7), le polimerasi e altri cofattori necessari
alla sintesi del nuovo filamento. E’ di importanza vitale per la cellula che questo
evento sia strettamente controllato e regolato, in quanto errori nella replicazione del
DNA possono causare grossi danni e portare a mutazioni maligne; le cellule hanno
percio diversi check point durante la fase S, che permettono di bloccare la forca
replicativa e di correggere eventuali danni del DNA. Una volta riconosciuto un
problema, vengono attivate delle specifiche cinasi, dette ATM (ataxia telangiectasia
mutated) e ATR (ATM and Rad3 related), queste avviano una serie di eventi che
portano all’arresto del ciclo cellulare, alla riparazione del DNA e/o all’apoptosi.

La maggior parte degli studi sullo stress replicativo indotto dall’ipossia sono stati
condotti in condizioni quasi anossiche, comunque, anche altri valori di ossigeno
possono indurre un arresto al passaggio dalla fase G1 alla S (Hammond EM et al. (a),
2003; Gibson SL et al., 2005). Nei primi studi sullo stress replicativo indotto in
ipossia, furono identificate molte similitudini fra 1’ipossia e altri stress come
I’afidicolina e I’idrossiurea: tutti questi tipi di stress infatti inducono 1’attivazione di
ATR e della sua proteina bersaglio, la Chk1 (checkpoint kinase 1); I’ipossia induce
anche la fosforilazione di diversi altri bersagli di ATR, come I’istone 2A, H2A.X,
Rad17 e p53 (Hammond EM et al., 2003 (a); Hammond EM et al., 2003 (b)).
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Il meccanismo di questo blocco della replicazione in ipossia non e stato ancora ben
delucidato, ma ¢ chiaro che si tratta di un’inibizione dell’inizio della replicazione,
che non sembra influenzare invece i punti di replicazione gia attivi.

Utilizzando tempi di esposizione all’ipossia piu lunghi, sono stati identificati nella
risposta ipossica anche ATM e Chk2: ATR e ATM si attivano 1’'un I’altro, e ATR
attiva Chk2, quindi D’attivazione tardiva di queste due proteine pud essere dovuta
dall’attivazione precoce di ATR (Wang XQ et al., 2006).

Modificazioni epigenetiche

La risposta cellulare all’ipossia ¢ principalmente mediata dalla trascrizione, ma
perche questa avvenga, i fattori di trascrizione devono potersi legare alle sequenze
promotore o enhancer dei geni, che possono essere inaccessibili se contenute
all’interno di strutture compatte della cromatina.

Ci sono tre diversi modi di variare la struttura della cromatina: il rimodellamento dei
nucleosomi, le modificazioni covalenti degli istoni, o la sostituzione di uno o piu
istoni con varianti istoniche. Il rimodellamento dei nucleosomi &€ mediato da una
famiglia di enzimi ATP-dipendenti, ad esempio il complesso SWI/SNF (il nhome
deriva dal mating type del lievito in cui sono state scoperte), questo provoca uno
spostamento del nuclesoma dal DNA e permette il legame dei fattori di trascrizione
(Varga-Weisz PD et al., 2006). Le modificazioni covalenti degli istoni comprendono
metilazioni, fosforilazioni, acetilazioni, sumoilaizoni e ubiquitinazioni ad opera di
diversi enzimi; queste modificazioni cambiano la struttura della cromatina e
facilitano il reclutamento di altri fattori, nella maggior parte dei casi, la cromatina
trascrizionalmente attiva e quella in forma piu acetilata (Shilatifard A, 2006). Le
varianti istoniche aggiungono un ulteriore livello di controllo epigenetico, ad
esempio, possono bloccare la forca replicativa in caso di danno al DNA (Jin J et al.,
2005).

Le variazioni della struttura cromatinica hanno una grande importanza nella
regolazione dell’espressione genica in condizioni di bassa tensione di ossigeno: ad
esempio, il principale cofattore di HIF, p300, ha attivita istone-acetiltransferasica;
diversi studi hanno dimostrato anche 1’interazione di HIF-1 con la istone-deacetilasi
HDACY7, necessaria per ’attivazione del fattore di trascrizione (Kato H et al., 2004).
Inoltre ¢ stato dimostrato che il complesso SWI/SNF ¢ necessario per 1’induzione

mediata dall’ipossia di EPO (Wang F et al., 2004).
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Si sa ancora molto poco comunque su quali siano i meccanismi che modificano la
struttura della cromatina in ipossia per permettere la trascrizione, inoltre rimane
ancora da chiarire come la funzione pro-apoptotica di HIF sia repressa nelle cellule
tumorali. Uno studio recente dimostra che il gene pro-apoptotico BNIP3
(Bcl2/adenovirus E1B 19kDa interactin protein 3), bersaglio di HIF, nelle cellule del
cancro colonrettale, sia silenziato mediante de-acetilazione e metilazione (Bacon AL
etal., 2004).
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Materiali

Se non specificato diversamente tutti i reagenti sono Sigma.

Il PDGF-BB ricombinante umano & stato acquistato alla Peprotech, la membrana di
PVDF (Polyvinylidene fluoride) usata per il Western Blot e il kit di chemi-luminescenza
alla Millipore, gli anticorpi sono della Santa Cruz, tranne gli anti-fosfo-ERK della
Biolabs e gli anti-fosfo-tirosina (4G10) della Upstate Biotechnology.

Gli inibitori farmacologici Filipina e Nistatina provengono dalla Fluka, gli inbitori di
Racl (NSC23766) e di ROCK (Y-27632) dalla Calbiochem; il reagente BCA e la sulfo-
NHS-SS-biotina sono Pierce, il kit per il dosaggio di Rho (Rhotekin RDB, agarosio) é
della Upstate Biotechnology.

I fibroblasti murini NIH3T3 provengono dalla ECACC (European Collection of Cell
Cultures), le A375 e Hs29 dalla ATCC (American Type Coulture Collection) le UDEAs
sono linee primarie ottenute da espianti umani. La lipofectamina, il CFSE, il kit TRIzol
per ’estrazione dell’RNA e i primer per RealTime PCR sono Invitrogen, i SiRNA per la

dinamina2, per HIF-1a e HIF-2a sono Qiagen.

Colture cellulari

Le cellule sono state coltivate in terreno di crescita DMEM (Dulbecco Eagle’s Modified
Medium) addizionato con glutammina 2mM, penicillina (100 U/ml), streptomcina (100
ug/ml) e siero di vitello (calf) BCS al 10%, per le NIH3T3, o siero fetale bovino (FCS)
al 10% per le A375, Hs29 e le UDEAs. Le piastre sono state mantenute in incubatore ad
una temperatura di circa 37° C e in atmosfera umidificata al 5% di CO,, Arrivate ad un
80-90% di confluenza le cellule sono state passate in sottoculture. Periodicamente uno
stock di cellule & stato conservato mediante congelamento in azoto liquido in una
soluzione costituita da terreno completo e dimetil-solfossido (DMSO) al 10%.

Le cellule sono state manipolate sotto cappa a flusso laminare verticale, tutte le
soluzioni e il materiale impiegato per le colture cellulari e stato sterilizzato prima
dell’uso: le soluzioni per filtrazione, la vetreria in stufa a 180° C, il materiale in teflon,

silicone e policarbonato e I’acqua in autoclave.

Stimolazione e lisi cellulare

Le cellule sono state piastrate in numero di circa 1x10%in DMEM con siero al 10%,

nell’incubatore al 20% di ossigeno o in quello da ipossia all’1% di ossigeno, lasciate
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crescere fino ad una confluenza massima del 50-60%, poi starvate in terreno senza siero
24 ore prima della stimolazione. 1| PDGF BB, usato nella maggior parte delle
stimolazioni, € stato inizialmente sciolto in acqua bidistillata sterile, ad una
concentrazione finale di 10 ng/ul. La stimolazione é stata bloccata con PBS freddo
(4°C) e le cellule lisate in piastra o direttamente con Sample Buffer (tris HCI pH 6,8
0,5M, SDS 2%, mercaptoetanolo 5%, glicerolo 10%, blu di bromofenolo) o con RIPA
Buffer (Tris-HCI pH 7.5 50 mM, NaCl 150 mM, NaF 100 mM, EGTA 1mM, Nonidet
P-40 1%, NaN3 0,02%, ortovanadato 1 mM, sodiodeossicolato 0,5%, SDS 0,1%,1
ug/ml di aprotinina, 1ug/ml leupeptina). In questo caso i lisati sono stati centrifugati,
per eliminare i detriti cellulari, e immunoprecipitati per 4 ore a 4°C con 0,1 pg
dell’anticorpo specifico. Gli immunocomplessi sono stati fatti reagire con la proteina A-
Sefarosio (Sigma), poi denaturati con 15 ul di Sample Buffer.

Negli esperimenti con gli inibitori farmacologici, questi sono stati usati con
concentrazioni di 12,5 mg/ml, per la Nistatina, e 0,25 mg/ml, per la Filipina, e aggiunti

direttamente nel terreno di starvazione delle piastre 1 ora prima dell’esperimento.

SDS-PAGE e Western Blot

Per analizzare i campioni, le proteine sono state separate mediante elettroforesi SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). La tecnica
elettroforetica si basa sull’applicazione di una differenza di potenziale, che genera un
campo elettrico all’interno del quale migrano le biomolecole. Nell’SDS-PAGE i
campioni vengono caricati su un gel poliacrilammide, questo costituisce una matrice
macromolecolare che consente il trasporto delle molecole; il sodio dodecil solfato
(SDS) e un detergente anionico, denatura le proteine e conferisce loro una carica
negativa proporzionale alla lunghezza, in modo che la migrazione nel campo elettrico
sia determinata dal loro peso molecolare.

I campioni sono stati caricati su un gel di poliacrilammide, formato da un separating gel
(acrilammide 8%-12%, Tris HCI pH 8,8 0,25M, SDS 1%, ammonio-persolfato 0,05%,
temed 0,05%), e da uno stacking gel (Tris HCI pH 6,8 0,125 M, SDS 1%, ammonio-
persolfato 0,05%, temed 0,1%) e fatti correre in tampone di corsa TRIS/glicina/SDS a
200 V per circa 1 ora.

In seguito alla corsa elettroforetica, le proteine separate sul gel sono state trasferite

mediante Western Blot su una membrana di PVDF. Il Western Blot € una tecnica che
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permette di identificare una determinata proteina in una miscela di proteine, mediante il
riconoscimento da parte di anticorpi specifici.

La membrana di PVDF viene attivata prima del trasferimento, tramite un’idratazione in
metanolo al 100% per circa 1 minuto e poi un’equilibratura in tampone di trasferimento
per 5 minuti. Il trasferimento viene effettuato applicando un campo elettrico di 100 V
per 1 ora, usando un tampone di trasferimento (glicina 192mM, Tris HCI 25mM pH 8,3,
con metanolo al 10%), in agitazione e a freddo.

Dopo il trasferimento, le membrane sono state incubate in una soluzione contenente
albumina di siero bovino all’1%, Tris/HCI pH 7.5 10 mM, EDTA 1 mM e Tween-20
0.05%, per 1 ora a temperatura ambiente. Le membrane sono state incubate con
specifici anticorpi primari, per 1 ora a temperatura ambiente o overnight a 4°C, in PBS
addizionato con BSA all’1% e Tween-20 allo 0,05%, poi con anticorpi secondari
coniugati alla perossidasi di rafano. Dopo il trattamento con gli anticorpi primari e
secondari le membrane sono state lavate in una soluzione di PBS con Tween-20 allo
0,1%, e sviluppate con il kit di Chemiluminescenza (Enhanced Chemi-Luminescence
kit). La chemiluminescenza e stata rilevata con il sistema per immagini Gel-Logic 2200
(Kodak) e le analisi quantitative delle bande sono state fatte con il software Kodak MI.
In alcuni casi la membrana e stata utilizzata per riconoscere piu proteine, € stata
utilizzata una soluzione di stripping, in agitazione a 37° C per 3 ore, poi le membrane
sono state riequilibrata con la soluzione di BSA per un’ora, e incubate con nuovi

anticorpi primari.

Pull down assay

Il dosaggio della quantita di Rho e Rac attive ¢ stato fatto mediante pull down assay: le
cellule sono state stimolate e trattate come descritto prima, poi ai lisati in cRIPA sono
stati aggiunti 10 ul della proteina Rhotekin RDB agarosio (per Rho) o della PAK-CRIB-
GST agarosio (per Rac). | campioni sono stati tenuti per 1 ora a 4°C, denaturati con 15
ul di Sample Buffer e analizzati mediante elettroforesi SDS-PAGE e Western Blot

come descritto prima.

Determinazione della concentrazione proteica

Per quantificare la concentrazione proteica del lisati cellulari & stato utilizzato il metodo

colorimetrico del BCA (acido bicincononico) Protein assay Reagent. Il reattivo e
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costituito da una soluzione contenente Na,COs;, NaHCOsj, il reagente acido
bicincononico e il tartrato di NaOH 0,1M, che viene miscelato in rapporto 50:1 con
CuSOy al 4%. Per ogni campione un’aliquota del lisato cellulare ¢ stata aggiunta alla
soluzione di reazione per un volume finale di 1 ml. Questo metodo si basa sulla capacita
delle proteine di ridurre, in ambiente alcalino, gli ioni Cu** a Cu'*. Gli ioni Cu*
vengono successivamente chelati da due molecole di acido bicinconinico (BCA),
sviluppando un colore porpora con un massimo di assorbimento a 562 nm.

I campioni sono stati incubati il reagente a 60° C per 30 minuti, dopodiché é stato letto
I’assorbimento dei campioni a una lunghezza d’onda di 562 nm allo spettrofotometro.
La concentrazione proteica dei campioni vien ricavata per confronto con una curva

standard, ottenuta con albumina bovina sierica (BSA).

Test di vitalita con Crystal Violetto

Sono state piastrate 5x10° cellule NIH3T3 in piastre di diametro 60 mm, quindi sono
state starvate 24 ore prima di essere stimolate con la concentrazione desiderata di PDGF
per 24 0 48 ore. La crescita e stata bloccata rimuovendo il terreno e aggiungendo nelle
piastre una soluzione di Crystal Violetto allo 0,5% e metanolo al 20%; dopo 5 minuti, le
cellule fissate sono state lavate con PBS e solubilizzate con 1 ml della soluzione
isotonica di citrato di sodio 0,1 M a pH 4,2. Dopo 1 ora a 4° C, la soluzione é stata
prelevata dalle piastre e letta allo spettrofotometro a 595 nm.

Il Crystal Violetto € un colorante che penetra solo nelle cellule vive e ha un picco di
assorbimento a 595 nm, questo permette di valutare la quantita di cellule presenti in una

coltura semplicemente misurando 1’assorbanza del colorante assorbito.

Test di proliferazione cellulare con CFSE

Il test di crescita & stato effettuato utilizzando la marcatura con CFSE
(Carboxyfluoriscein  diacetate succinimidyl ester) e la successiva analisi
citofluorimetrica.

Sono state piastrate 5x10° cellule NIH3T3 in piastre di diametro 60 mm, quindi starvate
24 ore prima di essere trattate con il CFSE, diluito in PBS ad una soluzione 1,6 uM. Le
cellule sono state marcate con 1 ml di PBS con la sonda per 15 min a 37°C, dopodiché
sono state rimesse in terreno a 37°C per almeno 30 min. | campioni sono stati preparati

staccando le cellule, centrifugandole e fissandole con paraformaldeide al 3% in PBS,
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per 15 min a temperatura ambiente. Le cellule sono state poi risospese in PBS e
analizzate al citofluorimetro.

Il CFSE ¢ un colorante che diffonde passivamente all’interno delle cellule e si lega
covalentemente ai gruppi amminici delle proteine; le esterasi citoplasmatiche
rimuovono i gruppi carbossilici di questa molecola, convertendola nella sua forma
fluorescente (Exmax: 496nm; Emmax: 512nm), che non & piu in grado di fuoriuscire
dalla cellula. Ad ogni divisione cellulare le proteine marcate si distribuiscono
equamente nelle due cellule figlie, quindi il colorante diminuisce di concentrazione e
d’intensita. L’analisi citoflurimetrica della fluorescenza emessa e la rielaborazione dei
dati con il software ModFit permettono di ricavare il numero di divisioni e 1’indice di

proliferazione cellulare.

Analisi Citofluorimetriche

Le analisi citofluorimetriche sono state utilizzate per determinare il contenuto di DNA
cellulare e studiare il ciclo cellulare.

Le cellule sono state piastrate in numero di 10° in piastre da 60 mm, starvate per 24 ore
e stimolate per tempi variabili con 0, 1, 5, 30 ng/ml di PDGF-BB. Dopo il tempo
stabilito di stimolazione le cellule sono state lavate in PBS e lisate con 0,6 ml di una
soluzione di 50 pg/ml di ioduro di propidio, in Na-citrato 0,1% e NP40 0,1%. |
campioni sono stati analizzati con un citofluorimetro a flusso Becton-Dickinson
FACscan con laser ad argon a 488 nm e filtro in emissione a ~ 600 nm, e analizzati con
il software di analisi FacsDiva e ModFit.

Lo ioduro di propidio & un intercalante del DNA, si lega in maniera stechiometrica e
permette una quantificazione del contenuto cellulare di DNA, in questo modo é
possibile stabilire la percentuale di cellule nelle varie fasi del ciclo, le cellule in fase G2
hanno un contenuto di DNA doppio rispetto a quelle in G1 e le cellule in fase S un
contenuto di DNA intermedio tra quello delle due fasi.

Test di Wound Healing

Il test di wound-healing mima la risposta fisiologica dei fibroblasti alla formazione di
una ferita. Le cellule sono state piastrate e lasciate crescere fino a confluenza, quindi
sono state starvate e dopo 24 ore € stata rimossa una striscia di cellule nella parte

centrale, con 1'uso di una punta sterile. Le cellule sono state stimolate con le
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concentrazioni desiderate di di PDGF BB e lasciate crescere in incubatore. Dopo 17 ore,

le cellule migrate nella zona centrale sono state osservate al microscopio e contate.

Test bi-dimensionale di migrazione e proliferazione

La migrazione laterale e la proliferazione delle cellule in adesione é stata valutata
usando un anello di silicone secondo una tecnica riportata precedentemente (Parenti A
et al., 1996). Nelle piastre ¢ stato posto un anello di silicone a delimitare un’area vuota
centrale, le cellule sono state piastrate all’interno di questa area vuota, lasciate crescere
fino a confluenza e starvate per 24 ore. Prima della stimolazione I’anello ¢ stato rimosso
ed é stato tracciato un segno sul fondo della piastra per delimitare il confine delle cellule
a confluenza. Quindi le cellule sono state stimolate con PDGF o con siero al 10% e
lasciate crescere per 24 ore. La quantificazione della migrazione cellulare é stata fatta:
a) misurando al microscopio la distanza del fronte di migrazione (ovvero le cellule piu
lontane) dalla linea di partenza; b) contando il numero di cellule all’interno di ogni grid

unit (225 pm x 225 pm = 1 grid unit) in funzione della distanza dall’origine.

Trasfezioni con siRNA

Le trasfezioni transienti sono state eseguite utilizzando come vettore la Lipofectamina

(Invitrogen) e siRNA specifici per il gene di interesse (dinamina, HIF-1a o HIF-2a),

diretti alle seguenti sequenze target:

Dinamina: 5’>-CTGCCTCTGTATATCCTATTA-3’;
5’-CTGGCTCAAGTTGTATATATA-3".

HIF-1a: 5>-CCGCTCAATTTATGAATATTA-3’

HIF-2a: 5-TGGGTTTGCGATACCAATCAA-3’

Cellule NIH3T3 sono state piastrate in numero di circa 5x10° in piastre di diametro 60

mm e trasfettate quando avevano raggiunto una confluenza del 50-70%. La miscela di

trasfezione per ogni piastra é costituita da 2,5 ul di lipofectamina e 100 pmoli di siRNA

in 1 ml di terreno senza antibiotici. Dopo 4 ore dalla trasfezione le cellule sono state

messe nuovamente in terreno completo. Le cellule sono state utilizzate per gli

esperimenti tre giorni dopo la trasfezione.

Real-Time PCR

La Real-Time PCR e stata utilizzata per misurare la quantita di mRNA dei geni di

interesse. L’RNA totale & stato estratto dalle cellule utilizzando il kit TRIzol
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(Invitrogen), quindi e stata effettuata la trascrizione inversa in c-DNA usando esameri
casuali e la trascrittasi inversa MMLV. 1l c-DNA é stato analizzato mediante Real-Time
PCR per I’espressione dei gene PDGF-R e HIF-1a, utilizzando i seguenti primers:
PDGF-R Forward: 5’-GAGCTCAGTGAGAGGAAGCGTATC-3’

PDGF-R Reverse: 5’-CTCGGAGTCCATAGGGAGGAA-3’

HIF-1a Forward: 5’-CAACGTGGAAGGTGCTTCA- 3’

HIF-1a Reverse: 3>-TGAGGTTGGTTACTGTTGGTATCA- 5’

I livelli di espressione del gene in esame sono stati normalizzati sulla B-actina di topo
(ACTB). Le reazioni sono state eseguite in un volume totale di 20 pl, contenente 4 pl di
cDNA, 1 pl di primer forward, 1 pl di primer reverse e il tampone incluso nella master-
mix. | cicli di PCR sono stati eseguiti con un primo step di denaturazione a 95°C per 10
minuti, 40 cicli di 1 minuto di denaturazione a 95°C e 1 minuto di anneling ed

estensione a 60°C.

Test di internalizzazione del PDGF-R

L’internalizzazione del PDGF-R ¢ stata determinata secondo un protocollo descriito
precedentemente (Roberts S et al., 2001). Le cellule sono state starvate 24 ore, poi
marcate con 0,2 mg/ml di sulfo-NHS-SS-biotina (Pierce) in PBS per 45 minuti in
ghiaccio, quindi sono state incubate per 10 min in ghiaccio con una soluzione Tris 50
mM pH 8,0, naCl 100 mM, per eliminare la biotina non legata. Le cellule sono state
pre-riscaldate a 37°C per 5 minuti e poi stimolate con 2, 5 0 30 ng/ml di PDGF per i
tempi indicati. La biotina € stata rimossa dalle proteine presenti sulla superficie cellulare
con una soluzione di sodio-2-mercaptoetansulfonato 20 mM in Tris 50 mM, pH 8,6,
NaCl 100 mM, per 2 minuti in ghiaccio. Il sodio-2-mercaptoetansulfonato é stato
inattivato aggiungendo una soluzione di acido iodacetico 20 mM in PBS per 10 minuti
in ghiaccio, poi le cellule lisate in cRIPA come descritto precedentemente. | lisati sono
stati chiarificati per centrifugazione a 10.000 x g per 20 minuti, quindi le proteine
biotinilate sono state precipitate con la resina streptavidina-agarosio. | precipitati sono
stati denaturai in 15 pl di Sample Buffer e analizzati mediante elettroforesi SDS-PAGE
e Western Blot.
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Parte sperimentale. Premessa.

PREMESSA

Il nostro lavoro é stato focalizzato sullo studio del comportamento fisiologico
cellulare, attraverso 1’analisi delle risposte cellulari indotte da variazioni di parametri
ambientali o di fattori proteici presenti nel mezzo circostante. In particolare, abbiamo
studiato il comportamento cellulare dei fibroblasti, le cellule tipiche e pit numerose
del tessuto connettivo, responsabili, fra le altre cose, della produzione dei
componenti della matrice extracellulare, della riparazione dei tessuti in seguito a
lesione o danno tissutale e dei fenomeni di fibrosi.

Come modello sperimentale abbiamo scelto i fibroblasti murini NIH3T3. Questi
fibroblasti rappresentano una linea immortalizzata stabilita nel 1962 dagli scienziati
George Todaro ¢ Howard Green, dell’Universita di Medicina di New York. Le
NIH3T3 costituiscono un buon modello sperimentale di fibroblasti perché sono
cellule immortalizzate ma non trasformate, quindi sono dipendenti dal siero,
crescono solo in adesione ad un substrato e risentono dell’inibizione da contatto,
comportandosi quindi in modo molto simile ai fibroblasti presenti nell’organismo.

| fibroblasti sono sensibili a vari fattori di crescita normalmente presenti
nell’organismo, quali il fibroblast growth factor (FGF), il platelet-derived growth
factor (PDGF), e I’acido liso-fosfatidico (LPA); le principali risposte fenotipiche
indotte da questi fattori sono la proliferazione, 1’inibizione dell’apoptosi e la
migrazione.

Nei nostri esperimenti le NIH3T3 sono state stimolate con PDGF, questo esiste in
forma dimerica e abbiamo scelto di usare 1’isoforma BB, che ¢ in grado di attivare
tutte e tre le isoforme di recettore (PDGF-R aa, Bf, af).

Nel primo caso abbiamo studiato due risposte fenotipiche che possono essere indotte
dallo stesso stimolo, ma che sono opposte e mutuamente esclusive. Il PDGF infatti e
in grado di indurre, nei fibroblasti come in altre cellule, sia la migrazione che la
proliferazione cellulare, ma ovviamente in ogni singola cellula queste due azioni non
possono avvenire nello stesso momento. Dal nostro lavoro e emerso come il
discriminante fra la due risposte cellulari sia la concentrazione di ligando percepita
dalla cellula; ogni singola cellula si comporta diversamente in base alla
concentrazione di ligando percepita istantaneamente nel mezzo circostante e potra

variare la risposta fenotipica in seguito a variazioni di tale concentrazione.
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Nel secondo caso abbiamo analizzato invece le risposte fisiologiche dei fibroblasti in
funzione della tensione di ossigeno presente nell’ambiente. L ossigeno costituisce un
importante parametro ambientale all’interno dell’organismo e pud variare in
situazioni fisiologiche o patologiche. La nostra ipotesi sperimentale e che i
fibroblasti all’interno di un organismo siano normalmente esposti a basse tensioni di
ossigeno e che una tensione di ossigeno del 20% rappresenti una condizione di
iperossia. Variazioni nella tensione di ossigeno percepita dalle cellule provocheranno

risposte cellulari differenti.
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1. PROLIFERAZIONE E MIGRAZIONE
INDOTTE DA PDGF:

IL RUOLO CHIAVE DELL’ENDOCITOSI

SCOPO DEL LAVORO

I recettori tirosino-cinasici (RTK) legano principalmente fattori di crescita e hanno
percio la funzione di regolare diversi aspetti della fisiologia cellulare, quali la
proliferazione, la migrazione e la sopravvivenza.

In particolare, il PDGF, interagendo con il suo recettore sulla superficie delle cellule
bersaglio, attiva e regola molteplici risposte fisiologiche coinvolte sia nello sviluppo
embrionale sia nella fisiologia di vari organi dell’adulto: ad esempio ¢ coinvolto nel
reclutamento dei periciti nei vasi sanguigni e nell’aggregazione piastrinica, ha un
ruolo nella corretta formazione degli alveoli polmonari e dei villi intestinali, stimola
la proliferazione delle cellule progenitrici degli oligodendrociti ed & fondamentale
per il processo di cicatrizzazione delle ferite. Una sua alterazione puo essere causa di
varie patologie, come la fibrosi o 1’aterosclerosi, inoltre, come altri fattori di crescita,
se mutato o non correttamente regolato, puo provocare trasformazione cellulare.
L’attivazione del PDGF-R comporta la trans-fosforilazione del recettore su specifici
residui di tirosina, questi creano siti di attacco per varie molecole segnale coinvolte
nella segnalazione cellulare e contenenti i domini SH2 o PTB, come la PI3K, PLC-y,
Src, Grb-2, SHP-2, GAP, molecole adattatrici come Grb2, Shc, Nck, Grb7 e Crk, o
attivatori trascrizionali come STAT .

L’attivazione di queste vie di segnalazione induce diverse risposte cellulari, come la
proliferazione, la sopravvivenza, la migrazione o il differenziamento.

In letteratura & stato ampiamente dimostrato che il PDGF é uno dei principali
regolatori delle cellule mesenchimali, ed é capace di indurre in queste cellule sia la
mitosi sia la chemiotassi. Tuttavia & evidente che questi due effetti fenotipici, indotti

dalla stimolazione con il PDGF, sono mutuamente esclusivi.

88



Parte sperimentale I. Proliferazione e migrazione indotte da PDGF.

Nel nostro lavoro abbiamo cercato di capire come il PDGF, attivando le stesse vie di
segnalazione nelle stesse cellule (NIH3T3), possa portare a risposte fenotipiche cosi
diverse come la proliferazione e la migrazione.

La nostra ipotesi € che ogni cellula decida se migrare o proliferare in base alle
concentrazioni di PDGF presenti nell’ambiente.

Ci sono varie situazioni fisiologiche in cui si puo venire a creare un gradiente di un
fattore di crescita, ad esempio nello sviluppo, nella riparazione delle ferite,
nell’angiogenesi o anche nella crescita tumorale.

In queste condizioni, le cellule bersaglio piu distanti dalla zona di rilascio del fattore
di crescita percepiranno una concentrazione di PDGF piu bassa e la loro risposta
fenotipica sara una migrazione direzionale lungo il gradiente; migrando lungo il
gradiente, le cellule arriveranno in una zona in cui la concentrazione di PDGF supera
un certo valore soglia e sara in grado di indurle a proliferare (fig.22). In questo modo,
ad esempio nel caso della cicatrizzazione delle ferite, le cellule prolifereranno

andando a riparare il tessuto danneggiato.

PDGF

Figura 22. Schema del modello sperimentale: le cellule piu lontane percepiscono una concentrazione
di PDGF minore e sono indotte a migrare lungo il gradiente, quando raggiungono una zona in cui la

concentrazione di ligando supera il valore soglia iniziano a proliferare.

Questo modello é stato essenzialmente confermato dai nostri risultati sperimentali.
Per spiegare come le differenti concentrazioni di PDGF siano in grado di indurre le

due diverse risposte fenotipiche, abbiamo proposto un modello che coinvolge i
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diversi tipi di endocitosi. Dai nostri dati sperimentali & emerso che basse
concentrazioni di PDGF attivano un’endocitosi clatrino-mediata, in questo caso il
recettore rimane prevalentemente sulla membrana, agendo da sensore cellulare, e non
e in grado di indurre una riposta proliferativa. Invece, ad alte concentrazioni di
PDGF, I’endocitosi passa, almeno in parte, ad un meccanismo di internalizzazione
raft/caveole mediato: in questo modo il recettore & in grado di attivare la mitosi e

infine viene degradato dal proteasoma.
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RISULTATI

Attivazione dose-dipendente del PDGF-R in NIH3T3

Per i nostri esperimenti sono state utilizzate cellule NIH3T3, una linea di fibroblasti
murini immortalizzati, che rappresentano un buon modello sperimentale di cellule
mesenchimali e sono responsive alla stimolazione con il PDGF. Queste cellule sono
state stimolate con PDGF BB, il dimero in grado di attivare tutte le isoforme dei
recettori del PDGF (PDGF-R aa, BB, af).

Il PDGEF si lega al suo recettore provocandone la dimerizzazione, I’attivazione del
dominio tirosino-cinasico e la trans-fosforilazione del recettore stesso, questo porta
all’attivazione delle specifiche vie di segnalazione e infine all’induzione delle
diverse riposte cellulari; il recettore rimane attivo per un certo tempo, dopodiché il
segnale viene spento, mediante defosforilazione del recettore ad opera di specifiche
fosfatasi e, in seguito, anche tramite internalizzazione e degradazione dello stesso.
L’attivazione del PDGF-R € misurabile quindi dal suo livello di fosforilazione in
tirosina, e I’andamento della segnalazione cellulare puo essere valutato misurando la
variazione della fosforilazione del recettore nel tempo.

Come prima cosa abbiamo quindi analizzato 1’attivazione del recettore in funzione
del tempo, in condizioni di stimolazione con dosi diverse di PDGF.

Le cellule NIH3T3 sono state starvate 24 ore prima dell’esperimento, in modo da
bloccarle in fase G, e sincronizzarle, quindi sono state stimolate con la stessa
concentrazione di PDGF per tempi diversi, la reazione é stata bloccata con PBS
freddo e infine le cellule sono state poi lisate in Sample Buffer. L’esperimento ¢ stato
ripetuto con tre diverse dosi di stimolazione: 1, 5 e 30 ng/ml di PDGF BB.

I campioni cosi ottenuti sono stati analizzati mediante SDS-PAGE e Western Blot, e
incubati con anticorpi anti-fosfotirosina, in modo da valutare il livello di
fosforilazione del recettore in funzione del tempo e della dose di stimolazione.

Per valutare il livello di fosforilazione netto del recettore, e stato fatto anche un
riconoscimento degli stessi Western Blot con anticorpi anti-PDGF-R. In questo modo
¢ possibile normalizzare 1’intensita di fosforilazione del PDGF-R con la sua quantita
totale (fig.23).
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Figura 23. Tempo e dose-dipendenza nella fosforilazione del PDGFR: cellule NIH3T3 sono state
starvate 24 ore, poi stimolate con 1, 5 e 30 ng/ml di PDGF per i tempi indicati e lisate in Sample
Buffer. I lisati sono stati analizzati mediante Western Blot e riconosciuti con anticorpi anti-P-Tyr,
anti-PDGF-R e anti-actina. L’istogramma in D mostra [’analisi densitometrica della fosforilazione

del PDGFR normalizzata rispetto all’actina. I dati sono rappresentativi di 5 esperimenti indipendenti.
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In cellule stimolate con 30 ng/ml di PDGF BB, la fosforilazione tirosinica del PDGF-
R aumenta con il tempo di stimolazione, rispetto al livello basale del controllo non
stimolato, raggiunge un massimo dopo 10 minuti, dopodiché diminuisce
rapidamente. Anche la quantita di recettore totale diminuisce all’aumentare del
tempo di stimolazione, perché probabilmente entrano in gioco meccanismi di down-
regolazione e degradazione del recettore (fig.23a,d).

Nelle stimolazioni con 1 e 5 ng/ml, la fosforilazione risulta meno intensa, come ci
aspettavamo, ma il segnale di fosforilazione sembra durare piu a lungo. Questo e
probabilmente dovuto ad una minor degradazione del recettore in condizioni di
stimolazioni con basse dosi di PDGF (fig.23Db,c,d).

Abbiamo verificato anche che la dose di 30 ng/ml comporta una totale attivazione del
recettore, infatti concentrazioni maggiori di 30 ng/ml non causano aumenti

significativi dell’intensita di fosforilazione del PDGF-R.

Proliferazione cellulare indotta da PDGF

La stimolazione con PDGF induce varie risposte cellulari, tra cui una delle principali
¢ la proliferazione cellulare. Per valutare come 1’attivazione dose-dipendente del
recettore influenzasse questa risposta cellulare per prima cosa abbiamo effettuato
delle curve di crescita, stimolando le cellule NIH3T3 con concentrazioni diverse di
PDGF. Le cellule sono state starvate 24 ore prima della stimolazione con tre
concentrazioni di PDGF (1; 5; 30 ng/ml); dopo 24 o 48 ore dalla stimolazione le
cellule sono state trattate con una soluzione contenente il colorante vitale Crystal
Violetto e trattate come detto precedentemente (vedi sezione Materiali e Metodi).

Dal grafico si nota che la dose che stimola maggiormente la crescita cellulare é
quella di 30 ng/ml, come ci si poteva aspettare dall’andamento della fosforilazione in
tirosina del recettore. La dose di 1 ng/ml stimola debolmente la crescita, mentre la
dose di 5ng/ml la stimola fortemente, piu di quanto ci saremmo aspettati dai dati

sulla fosforilazione (fig.24).
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Figura 24. Proliferazione indotta da PDGF: le cellule sono state starvate 24 ore, quindi stimolate con
le dosi indicate di PDGF, dopo 24 o 48 ore le cellule sono state colorate con cristal violetto, lavate
con PBS e trattate con una soluzione isotonica di citrato per 1 ora a 4°C. La proliferazione é stata
valutata misurando [’assorbanza a 595 nm della soluzione di citrato. N=5 in triplicato, ** P< 0,001

rispetto a 1 ng/ml di PDGF.

Per valutare la proliferazione cellulare ¢ stata condotta anche un’analisi in
citofluorimetria a flusso, con ’intento di determinare quale percentuale di cellule
entrasse in fase S dopo un tempo predefinito di stimolazione.

Le cellule NIH3T3 sono state starvate 24 ore prima di essere stimolate a varie dosi e
lasciate crescere 19 ore, tempo necessario per passare dalla fase G; alla fase S. Le
cellule sono state lisate in una soluzione ipotonica contenente ioduro di propidio;
questa soluzione lisa le membrane e lo ioduro di propidio si intercala al DNA,
rendendo cosi possibile un’analisi quantitativa citofluorimetrica del contenuto
cellulare di DNA. | campioni sono stati analizzati al citofluorimetro a flusso e i dati
ottenuti ci hanno permesso di valutare per ogni dose di stimolazione la percentuale
delle cellule in G1/G,, S 0 Go/M (fig.25).
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PDGF-BB
(ng/ml) 0o 05 1 2 5 10 30
%G1/ Go 041 | 96,1 94,9 | 938 | 437 334 22
% S 54 3 | 44 52 368 433 528
% G,/M 05 09 07 1 | 195 233 262

Figura 25. Analisi citofluorimetrica: sono state piastrate 5x10° cellule, stravate 24 ore, quindi
stimolate alle dosi indicate di PDGF e lasciate crescere per 19 ore. Le cellule sono state lisate in 0,6
ml della soluzione ipotonica contenente ioduro di propidio e analizzate con un citofluorimetro a
flusso Becton-Dickinson FACscan con laser ad argon a 488 nm e filtro in emissione a ~ 600 nm. | dati

sono rappresentativi di 3 esperimenti indipendenti.

La percentuale di cellule in fase S dopo 19 ore dalla stimolazione aumenta al
crescere della dose di stimolazione. Anche in questo caso, I’andamento segue solo in
parte cio che avremmo potuto prevedere in base alla fosforilazione del PDGF-R,
infatti ¢’¢ un effetto proliferativo molto marcato a 30 ng/ml di stimolazione, ma
anche a concentrazioni di 5 e 10 ng/ml, per le quali la fosforilazione sembrava
piuttosto bassa, si ha un aumento netto di cellule in fase S rispetto alle concentrazioni
pit basse. Per concentrazioni inferiori a 2 ng/ml, invece, ’effetto proliferativo ¢
nullo, infatti la percentuale di cellule in fase S e praticamente uguale a quella del

controllo.

Migrazione indotta da PDGF

L’altra principale risposta indotta dalla segnalazione del PDGF ¢ la migrazione
cellulare. Anche in questo caso abbiamo analizzato come [I’attivazione dose-
dipendente del recettore influenzasse questa risposta cellulare.

Per valutare ’effetto fenotipico della migrazione per prima cosa abbiamo eseguito
dei test di wound healing a varie concentrazioni di stimolazione con PDGF. Le
cellule sono state lasciate crescere fino a confluenza, quindi starvate per 24 ore.
Dopodiché ¢ stata rimossa meccanicamente, con 1’'uso di una punta sterile, una
striscia di cellule nella zona centrale della piastra e le cellule sono state stimolate con

dosi crescenti di PDGF. A distanza di 17 ore abbiamo osservato le piastre al
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microscopio, per valutare la presenza o meno di cellule nella striscia centrale, indice

di migrazione cellulare (fig.26).

PDGF 5 ng/ml PDGF 30 ng/ml

Figura 26. Test di wound healing su cellule NIH3T: le cellule sono state fatte crescere a confluenza,
poi starvate per 24 ore, & stata rimossa una striscia uniforme di cellule dalla zona centrale con una
punta sterile, quindi le cellule sono state stimolate con concentrazioni crescenti di PDGF. Dopo 17
ore sono state osservate al microscopio le cellule migrate nella zona centrale. | dati sono

rappresentativi di 3 esperimenti indipendenti.

Dalle immagini ottenute al microscopio risulta evidente come la risposta migratoria
non segua lo stesso andamento dell’attivazione del recettore. La risposta piu evidente
di migrazione infatti e riscontrabile per dosi alle quali il recettore & poco fosforilato.
Per stimolazioni con basse concentrazioni di PDGF, come 1 0 2 ng/ml, che non sono
in grado di attivare la riposta proliferativa, la migrazione € molto intensa. A
concentrazioni maggiori, come 5 e 30 ng/ml di PDGF, alle quali si ha invece la piena
attivazione del recettore e I’induzione alla proliferazione, la migrazione € minore e le
cellule presenti nella striscia centrale probabilmente sono dovute ad un effetto
combinato di migrazione e proliferazione (fig.26).
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Dosi di 2 e 5 ng/ml sembrano essere quindi quelle che meglio attivano la
segnalazione che porta all’effetto chemiotattico, responsabile, ad esempio, del
coinvolgimento dei fibroblasti nella riparazione delle ferite.

Per approfondire meglio 1’analisi di questa risposta, abbiamo effettuato una
quantificazione della migrazione in base alle concentrazioni di PDGF, effettuando
test bi-dimensionale di migrazione (fig.27), come descritto nella sezione Materiali e
Metodi.

Questi esperimenti confermano che la migrazione € piu intensa per stimolazioni con
concentrazioni basse di PDGF. Le cellule stimolate con una concentrazione di 1
ng/ml di PDGF migrano in media di piu e raggiungono distanze maggiori rispetto a

quelle stimolate con concentrazioni maggiori.

Questi primi dati dimostrano che basse concentrazioni di PDGF (1-2 ng/ml) sono in
grado di indurre la migrazione cellulare, ma non la proliferazione, mentre per
concentrazioni maggiori (5-30 ng/ml) prevale ’effetto proliferativo.

I PDGF quindi, all’aumentare della concentrazione, induce nelle NIH3T3 un

passaggio progressivo da una risposta di migrazione a una di proliferazione.
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Figura 27. Migrazione indotta da PDGF: A) il diagramma riporta la distanza di migrazione media

raggiunta delle cellule in funzione della dose di PDGF. n=6, *P<0,05, ** P<0,001 rispetto a 30

ng/ml. B) il grafico riporta la distanza percorsa, in um, dalla linea di partenza, € stato contato il

numero di cellule presenti in ogni grid unit a partire dalla linea di partenza (grid unit 0) verso

[’esterno. n=3 in duplicato, ** rispetto a 30 ng/ml P<0,001.
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Attivazione differenziale delle vie di segnalazione

La fosforilazione del PDGF-R cresce linearmente all’aumentare della concentrazione
di stimolazione, invece le variazioni negli effetti fenotipici sono tutt’altro che lineari,
anzi, si hanno cambiamenti drastici nella risposta cellulare in funzione delle
concentrazioni di PDGF.

Abbiamo studiato quindi 1’attivazione delle vie di segnalazione intracellulari
innescate dal PDGF, scegliendo molecole segnale caratteristiche delle diverse
risposte cellulari, in modo da evidenziare 1’attivazione maggiore o minore di vie di
segnalazione specifiche per la proliferazione o per la migrazione.

In particolare abbiamo analizzato 1’attivazione dose-dipendente di Ras e PI-3K, come
prototipi delle risposte di proliferazione e sopravvivenza cellulare, e di molecole
come Rho, Rac e FAK, come prototipi delle vie di segnalazione coinvolte nel

rimodellamento del citoscheletro e nella migrazione cellulare.

Extracellular signal-requlated kinase (ERK) 1/2

Come molecole coinvolte nella risposta proliferativa abbiamo scelto le MAPK ERK
1 e 2, due serino-treonino cinasi di 44 e 42 KDa, che rappresentano gli effettori finali
della via di segnalazione innescata da Ras.

La cascata del segnale delle ERK & uno dei processi piu ben conservati
nell’evoluzione; sono state identificate diverse isoforme di ERK, tutte attivate
secondo un meccanismo comune, indotto prevalentemente da citochine, stress e
fattori di crescita. Il PDGF-R, attivo e fosforilato, interagisce con la molecola
adattatrice Sos, contenente domini SH3. Sos € un fattore di scambio nucleotidico di
Ras, converte la forma inattiva Ras-GDP nella attiva Ras-GTP; Ras-GTP lega la
porzione N-terminale della serina-treonina cinasi Raf, attivandola; questa, a sua
volta, lega e fosforila MEK (MAP-cinasi-cinasi). Questa € una cinasi a doppia
specificita ed ha proprio la funzione di attivare le MAPK ERK1 e ERK2,
fosforilandole su un residuo di tirosina e su uno di treonina separati nella sequenza
da un acido glutammico. ERK 1 e 2 sono proteine ubiquitarie ed hanno un ruolo
fondamentale nella stimolazione alla proliferazione, fosforilano proteine bersaglio su
residui di serina o treonina all’interno di sequenze di riconoscimento PX(T/S)P,
possono traslocare nel nucleo, dove attivano vari fattori di trascrizione della famiglia

ETS, caratterizzati da motivi helix-turn-helix, responsabili dell’aumento di
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espressione di proteine coinvolte nella progressione cellulare, come ad esempio la
ciclina D1 (Treisman R, 1995).

Le cellule sono state starvate 24 ore, poi stimolate a dosi crescenti di PDGF BB per 5
minuti, e lisate in RIPA Buffer. | campioni sono stati analizzati mediante SDS-PAGE
e Western Blot, quindi le membrane sono state trattate con anticorpi specifici per
fosfo-ERK e, dopo stripping, con anticorpi specifici per ERK, per valutare la

fosforilazione netta di queste cinasi (fig.28 ).
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Figura 28. Determinazione della fosforilazione delle ERK 1 e 2 indotta da PDGF: le NIH3T3 sono
state starvate 24 ore, quindi stimolate alle concentrazioni indicate di PDGF per 5 minuti e lisate in
RIPA Buffer. | campioni ottenuti sono stati analizzati mediante Western Blot con anticorpi anti-P-
ERK e anti-ERK. I valori dell’istogramma rappresentano il rapporto fra i valori ottenuti con [’analisi

densitometrica delle bande. | dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.
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Per basse concentrazioni di PDGF I’attivita delle ERK cresce poco rispetto al
controllo, come si pud vedere dall’istogramma che riporta la quantificazione
dell’intensita del segnale, invece a dosi di 30 ng/ml ’intensita ¢ notevolmente piu
alta, e corrisponde alla piena attivazione di ERK 1 e 2.

L’attivazione dose-dipendente delle MAPK segue quindi lo stesso andamento della
fosforilazione del recettore, infatti per entrambe le proteine si ha un’attivazione
proporzionale alla concentrazione di PDGF. Questa via di segnalazione viene attivata
soprattutto ad alte concentrazioni di PDGF (5 e 30 ng/ml), in accordo con il fatto che

in queste condizioni si ha un’intensa attivazione della mitosi.

Akt

Come altra via di segnalazione coinvolta nello stimolo proliferativo, abbiamo
analizzato quella di PI3K/AKkt.

Akt (o PKB) e una Ser/Thr cinasi, nella segnalazione del PDGF viene attivata tramite
uno dei principali effettori del PDGF-R, la PI3K. L’attivazione di PI3K comporta la
formazione, a livello della membrana cellulare, di PIP3, a cui Akt si lega tramite i
suoi domini PH, viene quindi fosforilata e attivata da PDK1. Una volta attivata, Akt
fosforila diversi substrati, tra cui Bad e il fattore di trascrizione Fkhrl, sopprimendo
il loro effetto pro-apoptotico.

I campioni, ottenuti come descritto precedentemente, sono stati analizzati mediante
SDS-PAGE e Western Blot, e le membrane trattate con anticorpi anti-fosfo-Akt e,
dopo stripping, con anticorpi anti-Akt (fig.29).

L’attivazione dose-dipendente della cinasi Akt non e esattamente sovrapponibile a
quella del PDGF-R, infatti la fosforilazione di Akt aumenta gia a concentrazioni di
PDGF di 1-2 ng/ml, alle quali non si ha stimolo proliferativo e il livello piu alto di
fosforilazione si ha non a 30 ng/ml, bensi a 5 ng/ml.

Una spiegazione plausibile ¢ che I’attivazione di Akt non ¢ coinvolta solo nella
proliferazione, ma anche nell’inibizione dell’apoptosi, quindi puo essere attiva anche

in condizioni non proliferative, come, ad esempio, a basse concentrazioni di PDGF.

101



Risultati I. Proliferazione e migrazione indotte da PDGF.

PDGF (ng/ml)
0 025 05 1 2

th

30

- “- WB: P-Akt

- — . WB: Akt

Fostorilazione di Akt (unita arbitrarie)

025 05 1 2 5 30
PDGF (ng/ml)

Figura 29. Determinazione della fosforilazione di Akt indotta da PDGF: le NIH3T3 sono state
stimolate alle concentrazioni indicate di PDGF per 5 minuti e i campioni ottenuti analizzati mediante
Western Blot con anticorpi anti-P-Akt e anti-Akt. I valori dell’istogramma rappresentano il rapporto
fra i valori ottenuti con [’analisi densitometrica delle bande. I dati sono rappresentativi di tre

esperimenti indipendenti.

Focal adesion kinase (FAK)

FAK & una cinasi coinvolta nella formazione delle placche di adesione, in seguito a
stimolazione con PDGF viene attivata la cinasi di membrana Src che fosforila FAK,
questa diminuisce 1’adesivita cellulare, favorendo la migrazione.

Per valutare il livello di fosforilazione di FAK, abbiamo stimolato le cellule con
concentrazioni crescenti di PDGF per 5 minuti, poi lisate in RIPA Buffer ed é stata
eseguita un’immunoprecipitazione con anticorpi anti-FAK. Gli immunoprecipitati
sono stati quindi lisati in Sample Buffer, analizzati mediante SDS-PAGE e Western

Blot utilizzando anticorpi anti-fosfo-tirosina e anti-FAK (fig.30).
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Figura 30. Determinazione della fosforilazione di FAK indotta da PDGF: le NIH3T3 sono state
stimolate alle concentrazioni indicate di PDGF per 5 minuti. FAK & stata immunoprecipitata dai lisati
ed ¢ stato fatto un Western Blot con anticorpi anti-Tyr, dopo stripping le membrane sono state trattate
con anticorpi anti-FAK per normalizzare i risultati ottenuti. | dati sono rappresentativi di tre

esperimenti indipendenti.

L’attivazione dose-dipendente di FAK e notevolmente diversa dalla fosforilazione
del PDGF-R, in questo caso infatti si ha un massimo di attivazione per stimolazioni
di 1-2 ng/ml di PDGF, dose per la quale la fosforilazione del recettore &€ molto bassa.
Per concentrazioni maggiori di PDGF il livello di fosforilazione di FAK diminuisce
nettamente e a 30 ng/ml I’intensita del segnale ¢ molto piu bassa di quella della
stimolazione a 1 ng/ml. Questo concorda con ’attivazione della migrazione a basse

concentrazioni di PDGF.
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Rac e Rho

Rac e Rho appartengono alla famiglia delle piccole GTPasi di Rho, giocano un ruolo
chiave nei meccanismi di riorganizzazione del citoscheletro e dell’actina coinvolti
nell’attivazione di una migrazione direzionale. Una volta attivate, queste proteine G
monomeriche sono capaci di reclutare effettori intracellulari che inducono risposte
cellulari quali la protrusione di filipodi (Rac) o lamellipodi (Cdc42) dalla membrana,
o0 eventi coinvolti nella contrattilita mediata dalla miosina (Rho), che favoriscono la
retrazione della membrana.

Nella segnalazione del PDGF-R, la PI3K attiva la proteina G Rac, che passa quindi
dalla forma inattiva che lega GDP alla forma attiva che lega GTP. L’attivazione di
Rac viene misurata con un pull down assay, utilizzando la proteina di fusione PAK-
CRIB-GST: PAK ¢ una proteina che ha la capacita di legare solo la forma attiva di
Rac, mentre la GST serve a legare la proteina al glutatione della resina. Le cellule
sono state stimolate con dosi crescenti di PDGF, lisate in RIPA Buffer e trattate
come indicato (vedi sezione Materiali e Metodi), & stata aggiunta la resina con la
proteina di fusione GST-CRIB-PAK, i campioni sono stati poi lisati in Sample
Buffer e analizzati mediante SDS-PAGE e Western Blot utilizzando anticorpi anti-
Racl, per dosare la quantita di Rac attiva. Parallelamente parte delle cellule sono
state lisate direttamente in RIPA Buffer e analizzate mediante Western Blot con
anticorpi anti-Racl per normalizzare I’attivazione di Rac sulla quantita totale di
proteina (fig. 31).

Anche per misurare 1’attivazione di Rho ¢ stato fatto un pull down assay , utilizzando
in questo caso la molecola Rhotekin RDB. Le NIH3T3 sono state stimolate per 5
minuti alle concentrazioni indicate, poi lisate in RIPA Buffer, i lisati sono stati
incubati con la resina agarosio legata alla Rhotekin RDB, che lega la proteina Rho
attiva. Anche in questo caso parte delle cellule sono state lisate direttamente in RIPA
Buffer e analizzate mediante Western Blot con anticorpi anti-Rho, per normalizzare

il risultato sulla quantita totale di Rho (fig.32).
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Figura 31. Determinazione dell attivazione di Rac indotta da PDGF': le NIH3T3 sono state stimolate
alle concentrazioni indicate di PDGF per 5 minuti, poi lisate in RIPA Buffer ed e stato fatto un pull
down assay utilizzando la proteina GST-CRIB-PAK. | campioni lisati in Sample Buffer sono stati
analizzati mediante Western Blot con anticorpi anti-Racl, la normalizzazione ¢ stata fatta misurando

la quantita di Rac su lisati totali. | dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.
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Figura 32. Determinazione dell’attivazione di Rho indotta da PDGF: le NIH3T3 sono state stimolate
alle concentrazioni indicate di PDGF per 5 minuti, poi lisate in RIPA Buffer ed ¢ stato fatto un pull
down assay utilizzando la proteina Rhotekin RDB. | campioni lisati in Sample Buffer sono stati
analizzati mediante Western Blot con anticorpi anti-RhoA, la normalizzazione é stata fatta misurando

la quantita di Rho su lisati totali.

Anche in questo caso, I’attivazione dose-dipendente delle G proteine, mostra un
andamento molto diverso da quello della fosforilazione del recettore del PDGF: Rac
ha un massimo di attivazione a concentrazioni di 0,25-1 ng/ml di PDGF, Rho a 1-2
ng/ml. Anche questi risultati confermano che solo le basse concentrazioni di PDGF
sono in grado di stimolare la migrazione cellulare.

I dati molecolari sull’attivazione di FAK, Racl e Rho confermano gli effetti
fenotipici del test di wound healing: la migrazione é attiva soprattutto a basse dosi,

con un picco intorno a 1 ng/ml e, con il crescere della dose, diminuisce d’intensita.
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Per confermare il ruolo dell’attivazione di Rac e Rho nella migrazione cellulare
indotta a basse dosi di PDGF, abbiamo ripetuto i test di migrazione in presenza di
inibitori specifici per queste proteine. Le cellule NIH3T3 sono state fatte crescere
fino a confluenza e trattate come descritto precedentemente per il test di wound
healing, poi sono state stimolate con una concentrazione di 2 ng/ml di PDGF e
contemporaneamente trattate con [’inibitori di Racl (NSC23766) ad una
concentrazione di 50 uM, o con I’inibitore della cinasi di Rho, la G-protein Rho-
associated kinase 0 ROCK (Y-27632), ad una concentrazione di 10 uM (fig.33).

PDGF 2 ng/ml

NSC 23766%—| % %

Y-27632 T ks

N° cellule / campi ottici

Figura 33. Test di wound healing in presenza degli inibitori di Rac e di ROCK: le cellule sono state
stimolate con una concentrazione di 2 ng/ml di PDGF e trattate con gli inibitori. Dopo 17 ore sono
state contate le cellule presenti nella striscia centrale, le medie sono state calcolate su 15 campi ottici
diversi. | risultati sono rappresentativi di 3 esperimenti indipendenti. ** P< 0,001 rispetto a PDGF 2

ng/ml.

Entrambi questi inibitori sono in grado di ridurre la migrazione indotta da PDGF.

In conclusione, quindi, le basse concentrazioni di PDGF (< 5 ng/ml) attivano le vie
di segnalazione di Rho, Rac e FAK, che comportano un riarrangiamento del
citoscheletro e inducono la migrazione cellulare. A queste stesse dosi, invece, le vie
di segnalazione responsabili dell’induzione alla proliferazione, come Ras/ERKs e PI-
3K/Akt, non sono attive.

Invece, ad alte concentrazioni di PDGF(> 5 ng/ml) le vie di Rho, Rac e FAK non
sono attive, mentre le vie coinvolte nella progressione del ciclo cellulare sono

fortemente stimolate.
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Reversibilita della migrazione e irreversibilita della mitosi.

Abbiamo dimostrato quindi che la risposta cellulare indotta dalla stimolazione con
PDGF dipende dalla concentrazione di ligando presente.

A basse concentrazioni di PDGF le NIH3T3 sono stimolate a migrare, mentre ad alte
concentrazioni di ligando la risposta fenotipica indotta € la proliferazione cellulare,
anche I’attivazione delle vie di segnalazione alle diverse concentrazioni ha
confermato questa risposta differenziale. Cio significa che anche a basse dosi, alle
quali non é evidenziabile un netto aumento di fosforilazione del recettore, questo
comunque gia attivo e in grado di segnalare, attivando molecole che stimolano la
migrazione e la sopravvivenza cellulare; invece, ad alte dosi, per le quali il recettore
e intensamente fosforilato, viene attivato il programma che conduce alla
proliferazione cellulare e la migrazione viene inibita.

Secondo il nostro modello, la migrazione cellulare indotta da PDGF rappresenta un
programma reversibile: ogni singola cellula migra nella direzione del gradiente del
ligando, man mano che si avvicina all’origine del gradiente la concentrazione del
ligando aumenta, finché non raggiunge una zona in cui la concentrazione di PDGF
supera la soglia necessaria ad innescare la divisione cellulare. La mitosi rappresenta
invece un programma irreversibile e il processo di duplicazione viene portato a
termine senza essere ulteriormente influenzato dai segnali extracellulari.

Cellule NIH3T3 sono state starvate 24 ore e poi stimolate con tre diverse
concentrazioni di PDGF: 1, 2 e 30 ng/ml. Una serie é stata lisata dopo 5 minuti di
stimolazione, le altre sono state lasciate per 8 ore, dopodiché alcune sono state lisate,
altre sono state nuovamente stimolate con 30 ng/ml di PDGF per 5 minuti. |
campioni sono stati analizzati mediante SDS-PAGE e Western Blot, utilizzando
anticorpi anti-fosfo-tirosina e anticorpi anti-PDGF-R (fig. 34).
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Figura 34. Cellule NIH3T3 sono state starvate 24 ore e poi stimolate alle diverse concentrazioni di
PDGF per i tempi indicati. | lisati sono stati quindi analizzati mediante Western Blot e riconosciuti

con anticorpi anti-P-Tyr e anti-PDGF-R.. | dati sono rappresentativi di 3 esperimenti indipendenti.

Dopo 5 minuti di stimolazione, le concentrazioni di 1 e 2 ng/ml causano solo una
debole fosforilazione del recettore, responsabile dell’induzione della migrazione,
mentre la concentrazione di 30 ng/ml comporta un’evidente fosforilazione del
recettore, che é correlata allo stimolo proliferativo. Dopo 8 ore di stimolazione la
fosforilazione del recettore e praticamente azzerata per le basse dosi, mentre & ancora
parzialmente presente per la dose di 30 ng/ml.

Trascorse le 8 ore di stimolazione, le cellule stimolate con basse concentrazioni di
PDGF mostrano livelli elevati di PDGF-R, invece, in quelle stimolate con alte
concentrazioni di PDGF, si ha una forte riduzione nell’espressione del recettore. A
causa di questo, la seconda stimolazione con 30 ng/ml di PDGF, dopo 8 ore dalla
prima, comporta un aumento di fosforilazione solo nelle cellule che erano state
precedentemente stimolate con concentrazioni basse.

Cio significa che, probabilmente, stimolando con basse concentrazioni di PDGF, il
recettore rimane prevalentemente sulla membrana e agisce da sensore nel direzionare
la migrazione cellulare, mentre con alte concentrazioni di PDGF questo viene
internalizzato e degradato, rendendo la cellula meno responsiva a nuove
stimolazioni.

Per dimostrare che la mitosi indotta ad alte concentrazioni di PDGF rappresenta
invece un programma irreversibile ¢ stata condotta un’analisi del ciclo cellulare: le
cellule NIH3T3 sono state starvate 24 ore e stimolate tutte con 30 ng/ml di PDGF per
un tempo variabile, quindi sono state lavate con PBS e messe nuovamente in terreno

di starvazione. Trascorse 20 ore dalla stimolazione, indipendentemente dal tempo di
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incubazione prima del lavaggio, le cellule sono state lisate con la soluzione ipotonica

contenente ioduro di propidio e i campioni analizzati al citofluorimetro (fig.35).

Tempo 0 10 20" 30° 1h 2h 20 h
Gl 93.0 60.35 58.26 58.11 56.13 55.91 53.17
S 5.09 29.76 31.17 29.65 33.17 29.67 34.18
G2/M 1.98 0.88 10.57 12.24 10.69 14.42 12.65

Figura 35. Le NIH3T3 sono state starvate per 24 ore prima di essere stimolate con 30 ng/ml di PDGF
per il tempo indicato, dopodiché sono state lavate con PBS e rimesse in terreno di starvazione.
Trascorse 20 ore sono state lisate con 0,6 ml di soluzione con ioduro di propridio e analizzate al

citofluorimetro.

I risultati dimostrano che la percentuale di cellule che entra in fase S dopo 20 ore ¢ la
medesima, indipendentemente dal tempo di incubazione con il ligando.

La presenza di PDGF nell’ambiente esterno ¢ necessaria per soli 10 minuti, o forse
anche meno, e questa e sufficiente ad innescare irreversibilmente il processo della
mitosi, nella stessa misura di quanto succede se il ligando viene mantenuto nel

mezzo esterno per 20 ore.

Fosforilazione sito-specifica del PDGF-R

| risultati ottenuti ci fanno capire che deve esserci un meccanismo secondo il quale
una cellula ¢ in grado di decidere se migrare o proliferare in base alla concentrazione
di PDGF presente.

Possiamo avanzare diverse ipotesi sul modo in cui la cellula possa far prevalere una
risposta piuttosto che un’altra: un’ipotesi “qualitativa”, cioe che il PDGF-R possa
rispondere in modo diverso alla stimolazione in base alla concentrazione del ligando,
oppure un’ipotesi “quantitativa”. Secondo la prima ipotesi, le basse concentrazioni di
PDGF potrebbero causare la fosforilazione di residui di Tyr diversi rispetto a quelli
fosforilati ad alte concentrazioni di PDGF, questa differenza “qualitativa” nella
fosforilazione del recettore spiegherebbe I’attivazione delle diverse vie di
segnalazione e quindi le diverse risposte fenotipiche. Nella seconda ipotesi, invece,
la fosforilazione del recettore € la stessa, indipendentemente dalla concentrazione di

PDGF, e il diverso comportamento cellulare e dovuto al numero di recettori attivati.
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Per wverificare [D’ipotesi ‘“qualitativa” abbiamo analizzato [D’attivazione dose-
dipendente di cinque differenti tirosine del PDGF-R, responsabili dell’attivazione di
importanti molecole segnale, come PI-3K (Tyr’®%), Src (Tyr*"®), Grb2 (Tyr'*®), PLC-
gl (Tyr'®Y e la Tyr® che ¢& coinvolta nell’attivazione del dominio cinasico.

Le cellule sono state stimolate con concentrazioni crescenti di PDGF per 5 minuti,
poi lisate e analizzate mediante Western Blot con anticorpi specifici per le diverse

tirosine del recettore (fig.36).
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Figura 36. Fosforilazione sito-specifica del PDGF-R: le cellule sono state starvate 24 ore e poi
stimolate alle concentrazioni indicate per 5 minuti. Le cellule sono state lisate direttamente in Sample
Buffer e i campioni analizzati mediante Western Blot con vari anticorpi anti-fosfotirosina specifici,
con anti-fosfotirosina generici (4G10) e con anti-PDGF-R. | dati sono rappresentativi di tre

esperimenti indipendenti.

I risultati dimostrano che non ci sono differenze significative nella fosforilazione di

queste tirosine in base alla concentrazione di PDGF, seguono tutte, invece, lo stesso
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andamento della fosforilazione totale del recettore, ovvero, ¢’¢ un aumento della
fosforilazione con il crescere della dose, e una massima attivazione a 30 ng/ml.
Questo prova quindi che I’attivazione differenziale della segnalazione del PDGFR

non ¢ dovuta ad una diversa fosforilazione delle tirosine.

Internalizzazione dose-dipendente del PDGF-R

Secondo I’ipotesi “quantitativa”, invece, il comportamento del PDGF-R e
I’attivazione differenziale delle vie di segnalazione sarebbero causati dal diverso
numero di recettori attivati. Il numero di recettori presenti sulla membrana, e quindi
attivabili dal ligando, € influenzato dal tasso di internalizzazione e di degradazione,
che rappresentano una delle principali conseguenze dell’attivazione del recettore,
soprattutto ad alte concentrazioni di stimolazione.

Sembra inoltre che 1’internalizzazione non abbia solo una ruolo nella degradazione,
ma che sia anche coinvolta nell’attivazione di alcune vie di segnalazione. E stato
dimostrato che gli RTK possono segnalare anche all’interno degli endosomi: ad
esempio I’EGF-R, anche quando viene internalizzato risulta essere attivo,
iperfosforilato e associato a varie molecole segnale (Wang Z et al., 1996; Di
Guglielmo GM et al.,, 1994). Per il PDGF-R é stato visto che il recettore B,
complessato con il ligando, resta attivo e fosforilato all’interno dell’endosoma
(Sorkin A et al., 1993), questa internalizzazione potrebbe rappresentare un
meccanismo coinvolto nell’attivazione delle MAPK (Chiarugi P et al., 2002; Rakhit
S, 2000).

Abbiamo quindi ipotizzato che diverse concentrazioni di PDGF inducano una diversa
localizzazione del PDGF-R e che questa sia responsabile della segnalazione specifica
che induce la cellula a migrare piuttosto che a proliferare.

L’internalizzazione del recettore ¢ stata misurata secondo il protocollo descritto nella
sezione Materiali e Metodi (Roberts M et al., 2001): la procedura prevede la
biotinilazione delle proteine cellulari con uno specifico reagente (sulfo-NHS-SS-
biotina), poi una soluzione contenente mercaptoetansulfonato rimuove la biotina solo
dalle proteine presenti sulla superficie cellulare. Le proteine che restano biotinilate
sono percio solo quelle all’interno della cellula, che non sono influenzate dal
trattamento con il mercaptoetansulfonato, queste possono essere immunoprecipitate,

utilizzando la resina streptavidina-agarosio, e analizzate mediante Western Blot.
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Le cellule sono state starvate 24 ore, poi marcate con la sulfo-NHS-SS-biotina per 5
minuti, € stata fatta una stimolazione a diverse concentrazioni di PDGF (2, 5 e 30
ng/ml) per i tempi indicati (5 e 15 minuti) e le cellule sono poi state trattate come
descritto precedentemente (Materiali e Metodi). | lisati sono stati analizzati mediante

Western Blot e riconosciuti con anticorpi per il PDGF-R e per 1’actina (fig.37).

2 ng/ml 5 ng/ml 30ng/ml PDGF

0 5 15 5 15 5 15 minuti
-— -~ " WB: PDGF-R
— | WB: actina

Figura 37. Internalizzazione del PDGF-R in seguito a stimolazione con PDGF: le cellule NIH3T3
sono state stimolate con 2, 5 e 30 ng/ml di PDGF ai tempi indicati e trattate come descritto, per
determinare la quantita di PDGF-R internalizzato. Le proteine biotinilate sono state precipitate con
l"avidina e i campioni lisati in Sample Buffer e analizzati mediante Western Blot con anticorpi anti-

PDGF-R e anti-actina. | dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.

Questo risultato conferma che stimolazioni con alte concentrazioni di PDGF
inducono un’internalizzazione del recettore molto piu intensa rispetto alle basse
concentrazioni. Questo dato € in accordo anche con quanto visto nel primo
esperimento, dove si evidenziava come una stimolazione di 1 ora con 30 ng/ml di
PDGF causasse una down-regolazione nell’espressione del PDGF-R, cosa che non
avviene invece con basse concentrazioni di ligando. Il recettore, infatti, per essere
degradato deve essere internalizzato e alte concentrazioni di PDGF causano una

maggior internalizzazione del recettore rispetto alle basse concentrazioni.

113



Risultati I. Proliferazione e migrazione indotte da PDGF.

Ruolo di CME e RME nella segnalazione del PDGF-R

L’endocitosi degli RTK pud avvenire mediante due diversi meccanismi:
un’endocitosi mediata da clatrina (CME), e un’endocitosi indipendente da clatrina
che coinvolge domini della membrana ricchi in colesterolo, come i raft e le caveole
(RCE). Recentemente Sigismund S. et al. (Sigismund S et al., 2005) hanno
dimostrato che I’EGF-R, a basse concentrazioni di ligando, viene internalizzato
esclusivamente mediante la CME, mentre ad alte concentrazioni di ligando I’EGF-R
segue anche un’endocitosi raft-mediata (RME); secondo questi autori, la RME
sarebbe responsabile dell’endocitosi che porta a degradazione, mentre la CME
sarebbe coinvolta nel processo fisiologico di ricircolo del recettore sulla membrana.
Per studiare il ruolo di questi due tipi di endocitosi ad alte e basse concentrazioni di
PDGF e i loro effetti sul comportamento delle NIH3T3 abbiamo utilizzato due
inibitori farmacologici, Filipina (0.25 pg/ml) e Nistatina (12,5 pg/ml), che
interferiscono preferenzialmente con 1’endocitosi non clatrino-mediata, e SiRNA
diretti verso la dinamina2, una GTPasi coinvolta principalmente nell'endocitosi
mediata da clatrina.

Utilizzando i siRNA abbiamo ottenuto una riduzione dell' espressione della proteina
del 50-60% dopo tre giorni di trasfezione rispetto a cellule non trattate con i relativi
siRNA(fig 38).
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controlli Sil Dinamina?2

b_ - - WB: dinamina

WAB: actina
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Espressione dinamina (unita arbitrarie)
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Figura 38. Silenziamento della dinamina: cellule NIH3T3 sono state trasfettate con SiRNA rivolti
verso la dinamina2, il silenziamento della proteina e stato valutato lisando cellule di controllo e
cellule trasfettate dopo 72 ore, i campioni sono stati analizzati mediante Western Blot con anticorpi
anti-dinamina?2. 1l diagramma riporta i valori medi della quantificazione dell’intensita delle bande,

normalizzate sull’actina, i risultati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti, ** P<0,001.

Utilizzando i composti Filipina e Nistatina e i SiRNA diretti contro la Dinamina2,
abbiamo studiato il ruolo dei due diversi tipi di endocitosi negli effetti fenotipici
indotti da PDGF.

CME e migrazione cellulare

Per prima cosa abbiamo analizzato la migrazione cellulare indotta nelle NIH3T3 da
basse concentrazioni di PDGF: sono stati effettuati dei test di wound healing su
cellule silenziate per la dinamina2, a tre giorni dalla trasfezione, e su cellule

pretrattate 1 ora con gli inibitori della RME (fig.39).
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Figura 39. Test di wound healing su cellule NIH3T3 trasfettate con siRNA per la Dinamina2 o trattate
con inibitori Filipina e Nistatina. Dopo 24 ore di starvazione & stata rimossa una striscia uniforme di
cellule dalla zona centrale con una punta sterile, dopodiché le cellule sono state stimolate con 2 ng/ml
di PDGF. Dopo 17 ore le cellule migrate nella striscia centrale sono state osservate al microscopio e
contate, e stata calcolata una media di cellule migrate su almeno 15 campi ottici. | risultati sono

rappresentativi di tre esperimenti indipendenti, * P< 0,05.

Dal test di migrazione si puo vedere come nelle cellule silenziate per la dinamina2 e
stimolate con 2 ng/ml di PDGF ci sia una forte inibizione della capacita di migrare e
quindi un numero notevolmente ridotto di cellule presenti nella striscia centrale.
Questo suggerisce quindi un coinvolgimento della CME nella migrazione cellulare.

Un altro dato interessante &€ che le cellule trattate con gli inibitori della RME
mostrano una capacita di migrare maggiore rispetto ai controlli. Questo effetto puo
essere spiegato considerando che un blocco della RME verosimilmente pud causare
un aumento di altri tipi di endocitosi (come la CME), che favoriscono una risposta di

migrazione.

RME e proliferazione cellulare

Per studiare la proliferazione cellulare sono stati condotti dei test di crescita: cellule
pretrattate con inibitori della RME o silenziate per la Dinamina2 sono state stimolate
con concentrazioni proliferative di PDGF (30 ng/ml) per 24 ore e trattate poi con il

cristal violetto, come descritto precedentemente (fig.40).
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Proliferazione cellulare
(PDGF 30 ng/ml)
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Figura 40. Proliferazione cellulare delle NIH3T3 dopo 24 ore di stimolazione con 30 ng/ml di PDGF:
cellule trasfettate con i SiRNA della dinamina2 per tre giorni e/o trattate con gli inibitori Filipina e
Nistatina per un’ora prima della stimolazione, sono state starvate 24 ore e poi stimolate con 30 ng/ml

di PDGF per 24 ore. | risultati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti, * P< 0,05.

L’inibizione della RME ottenuta con gli inibitori comporta una significativa
riduzione della proliferazione cellulare, mentre cellule silenziate per la dinamina2, in
cui quindi viene bloccata la CME, mostrano un incremento della proliferazione
cellulare rispetto al controllo.

Questi risultati dimostrano che la RME é fondamentale nell’induzione mitogenica da
parte del PDGF. Anche in questo caso I’effetto pro-proliferativo dato dall’inibizione
della CME potrebbe essere spiegato da un aumento dell’endocitosi mediata da raft
(RME), quando I’altra via ¢ bloccata. Questa ipotesi € confermata dal fatto che
cellule NIH3T3 trattate sia con siRNA per la dinamina2 che con gli inibitori hanno
un comportamento simile a quello del controllo: la RME potrebbe quindi essere

responsabile della proliferazione maggiore delle cellule silenziate per la dinamina2.
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Attivazione e segnalazione del PDGF-R

I due tipi di endocitosi (CME e RME) sono percio responsabili delle diverse risposte
fenotipiche di migrazione e proliferazione indotte dalla stimolazione con PDGF.

Il meccanismo per cui i diversi tipi di endocitosi sono in grado di regolare il fenotipo
cellulare pud essere dovuto ad un’interferenza sull’attivazione del recettore o sulla
sua segnalazione a valle. Abbiamo analizzato la tempo-dipendenza della
fosforilazione del recettore in cellule trasfettate con siRNA per la dinamina2 o
pretrattate con gli inibitori della RME, per vedere come i due meccanismi
influenzassero ’attivazione del recettore. Cellule NIH3T3, trasfettate con siRNA per
la dinamina2 per tre giorni o pre-trattate un’ora con gli inibitori Filipina e Nistatina,
sono state stimolate con una concentrazione proliferativa di PDGF BB (30 ng/ml) per
tempi crescenti. Le cellule sono state lisate e analizzate mediante Western Blot con

anticorpi anti-fosfo-tirosina e anti-actina (fig.41,42).
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Figura 41. Fosforilazione tempo-dipendente del PDGF-R in cellule di controllo e silenziate per la
dinamina2. Cellule NIH3T3 sono state trasfettate con siRNA per la dinamina2 tre giorni prima
dell’esperimento, sono state stravate 24 ore e poi stimolate con 30 ng/ml di PDGF per i tempi
indicati. | lisati sono stati analizzati mediante Western Blot con anticorpi anti-P-Tyr e normalizzati

sull’actina. I dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.
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Figura 42. Fosforilazione tempo-dipendente del PDGF-R in cellule di controllo e con inibitori della
RME. Cellule NIH3T3 sono state starvate 24 ore, poi pretrattate un’ora con Filipina e Nistatina,
quindi stimolate con 30 ng/ml di PDGF per i tempi indicati. | lisati sono stati analizzati mediante
Western Blot con anticorpi anti-P-Tyr e normalizzati sull’actina. I dati sono rappresentativi di tre

esperimenti indipendenti.

I meccanismi di endocitosi tramite CME e RME sembrano non interferire
sull’attivazione del recettore: infatti, sia nelle cellule trasfettate con SiRNA per la
dinamina2, sia in quelle trattate con gli inibitori non si evidenziano differenze
significative nell’attivazione del recettore rispetto al controllo (fig.41,42). Si ha
sempre un aumento della fosforilazione del PDGF-R, con un picco a 10 minuti,
dopodiché la fosforilazione diminuisce, questo € dovuto anche alla degradazione del
recettore in seguito a stimolazioni con alte concentrazioni di PDGF, come visto nel

primo esperimento.

119



Risultati I. Proliferazione e migrazione indotte da PDGF.

Abbiamo studiato quindi il coinvolgimento dei due meccanismi di endocitosi
nell’attivazione delle vie specifiche che stimolano la proliferazione cellulare,
andando a misurare la fosforilazione delle ERK 1 e 2.

Cellule NIH3T3 sono state trattate come descritto nell’esperimento precedente:
ovvero trasfettate con SiRNA per la dinamina2 o pretrattate con gli inibitori Filipina e
Nistatina, quindi stimolate con 30 ng/ml di PDGF. | campioni sono stati analizzati
mediante Western Blot con anticorpi anti-P-ERK e anti-ERK (fig.43,44).
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Figura 43. Fosforilazione tempo-dipendente delle ERK 1 e 2 in cellule di controllo e silenziate per la
dinamina2. Cellule NIH3T3 sono state trasfettate con siRNA per la dinamina2 tre giorni prima
dell’esperimento, sono state stravate 24 ore e poi stimolate con 30 ng/ml di PDGF per i tempi
indicati. | lisati sono stati analizzati mediante Western Blot con anticorpi anti-P-ERK e normalizzati

sulla quantita totale di ERK 1 e 2. | dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.
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Figura 44. Fosforilazione tempo-dipendente delle ERK 1e 2 in cellule di controllo e con inibitori
della RME. Cellule NIH3T3 sono state starvate 24 ore, poi pretrattate un’ora con Filipina e
Nistatina, quindi stimolate con 30 ng/ml di PDGF per i tempi indicati. | lisati sono stati analizzati
mediante Western Blot con anticorpi anti-P-ERK e normalizzati sulla quantita totale di ERK 1 e 2. |

dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.

La fosforilazione delle ERK 1 e 2 ¢ nettamente influenzata dall’inibizione di uno o
dell’altro tipo di endocitosi: nelle cellule silenziate per la dinamina?2 la fosforilazione
delle ERK é fortemente aumentata rispetto al controllo, invece, nelle cellule trattate
con gli inibitori della RME, queste cinasi sono attivate solo debolmente e la
fosforilazione e dimezzata rispetto al controllo.

Questa risposta concorda con quanto era emerso dai test di crescita: la RME ¢
responsabile dell’attivazione delle vie di segnalazione che portano all’induzione della
mitosi, e conferma 1’ipotesi secondo la quale la RME non e solo una semplice via di
degradazione del recettore, ma rappresenta anche una parte importante del processo
proliferativo.
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Poiché la fosforilazione del PDGF-R non ¢ influenzata dall’inibizione di uno o
dell’altro tipo di endocitosi, mentre si ha un effetto evidente sull’attivazione delle vie
specifiche che portano alla proliferazione cellulare, la nostra ipotesi € che
I’attivazione della segnalazione che induce la mitogenesi sia regolata

fondamentalmente dalla localizzazione del recettore all'interno della cellula.
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DISCUSSIONE

Il PDGF-R é un recettore tirosino-cinasico che riveste un ruolo fondamentale nel
promuovere e regolare molti aspetti della fisiologia cellulare, come la mitosi, la
migrazione, il metabolismo e il differenziamento. Fra le risposte indotte dal PDGF, la
proliferazione e la migrazione sono mutuamente esclusive, quindi in ogni momento
una singola cellula potra attivare solo una delle due risposte. Per chiarire questa
contraddizione abbiamo sviluppato un modello molto semplice, secondo il quale la
risposta fenotipica di una data cellula dipende essenzialmente dalla concentrazione di
PDGF presente nell’ambiente.

La fosforilazione del PDGF-R cresce linearmente in funzione della concentrazione di
PDGF, invece le riposte scatenate nella cellula non si comportano nello stesso modo.
Basse concentrazioni di PDGF (sotto i 2 ng/ml) non sono in grado di indurre una
risposta proliferativa, pero sono efficaci nel promuovere la migrazione cellulare,
molto piu di quanto facciano le concentrazioni piu alte, come é dimostrato dal test di
wound healing e dal test di migrazione bi-dimensionale. Al contrario, le alte
concentrazioni di PDGF (30 ng/ml) inducono una forte proliferazione cellulare, come
e visibile dai test di crescita, ma hanno un effetto minore nello stimolare la
migrazione. Il passaggio da una risposta fenotipica all’altra, in funzione della
concentrazione di PDGF, procede senza soluzione di continuita, infatti ad esempio
una stimolazione con 5 ng/ml di PDGF ¢ capace di indurre sia la proliferazione che
la migrazione cellulare. Una spiegazione plausibile di questo fenomeno puo essere
che, in tali condizioni, alcune cellule attivino una risposta fenotipica, mentre altre
seguano un comportamento diverso.

Delle vie di segnalazione attivate dal PDGF-R e coinvolte nella progressione del
ciclo cellulare, quella di ERK segue lo stesso andamento dell’attivazione dose-
dipendente del PDGF-R, mentre la via di PI-3K/Akt & attiva gia per concentrazioni
piu basse (2-5 ng/ml). Questo & probabilmente dovuto al fatto che Akt non e
coinvolta solo nell’induzione della mitosi, ma anche nella sopravvivenza cellulare,
quindi la sua attivazione pu0 essere necessaria anche a basse concentrazioni di
PDGF. L’attivazione delle proteine FAK, Rho e Racl, cha funzionano da mediatori
del rimodellamento del citoscheletro e della migrazione cellulare, & evidente
soprattutto a basse concentrazioni di PDGF, che sono infatti le condizioni favorevoli
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per la migrazione, mentre ad alte concentrazioni di PDGF, quando prevale la
segnalazione mitogenica, la loro attivita € molto bassa.

Il PDGF-R quindi é in grado di attivare due risposte cellulari differenti e, per molti
aspetti, opposte, in base alla concentrazione di PDGF presente nell’ambiente. Per
spiegare questo fenomeno abbiamo sviluppato due ipotesi. La prima & un’ipotesi
“qualitativa”, secondo la quale la fosforilazione in tirosina del PDGF-R sarebbe
diversa in funzione delle diverse concentrazioni di PDGF, e in questo modo il
recettore sarebbe in grado di attivare differenti molecole segnale. La seconda e
un’ipotesi “quantitativa”, ovvero il recettore sarebbe attivato sempre nello stesso
modo, indipendentemente dalla concentrazione di ligando (cioé vengono fosforilate
le stesse tirosine), ma la concentrazione di PDGF pu0 influenzare il numero di
recettori attivati. | nostri risultati hanno permesso di scartare la prima ipotesi, infatti
analizzando la fosforilazione di cinque diverse tirosine del recettore, in funzione
della concentrazione del ligando non si evidenziano differenze apprezzabili.

Gli RTK, dopo essere stati attivati e aver innescato le vie di segnalazione specifiche,
vengono in parte internalizzati: questo evento € collegato alla successiva
ubiquitinazione e degradazione proteasoma-dipendente, ma e stato dimostrato che
I’endocitosi svolge un ruolo importante anche nella segnalazione degli RTK. Per
quello che riguarda il PDGF-R, e stato dimostrato che la segnalazione del PDGF-R
all’interno degli endosomi e in grado di attivare le principali vie di segnalazione
coinvolte nella proliferazione cellulare. Nel nostro lavoro abbiamo dimostrato che
questa segnalazione endosomica non é solo sufficiente, ma anche necessaria per
I’attivazione della proliferazione cellulare.

Innanzitutto abbiamo dimostrato che I’internalizzazione del PDGF-R dipende dalla
concentrazione del ligando: una stimolazione con 30 ng/ml di PDGF induce
un’endocitosi molto piu intensa di quella provocata da concentrazioni di 2 o 5 ng/ml.
In un lavoro di Sigismund del 2005 (Sigismund S et al., 2005) e stato osservato che
I’endocitosi del’EGFR avviene attraverso due meccanismi diversi: a basse
concentrazioni di ligando I’internalizzazione dell’EGF-R dipende esclusivamente
dalla via clatrino-mediata (CME), invece, ad alte concentrazioni di EGF
I’internalizzazione del recettore segue anche 1’endocitosi mediata da rafts (RME).
Abbiamo bloccato selettivamente la CME, silenziando 1’espressione della dinamina-
2 con specifici sSiRNA, e la RME, utilizzando gli inibitori farmacologici Filipina e

Nistatina, e studiato quindi il comportamento cellulare a basse ed alte concentrazioni
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di PDGF. I risultati ottenuti suggeriscono che, in base alla concentrazione di ligando,
ci sia un bilanciamento fra queste due vie di endocitosi, che determina la diversa
risposta cellulare. La CME svolge un ruolo essenziale a basse concentrazioni di
PDGF, quando prevale la migrazione cellulare, infatti nelle cellule in cui la
dinamina-2 e silenziata, la migrazione é inibita. Cellule trattate con Filipina e
Nistatina mostrano un incremento significativo della migrazione cellulare, e questo
puo far pensare che, se la RME é bloccata, la via clatrino-mediata viene intensificata
e questo porta ad una maggior migrazione cellulare.

Ad alte concentrazioni di PDGF, quando prevale invece la proliferazione,
I’inibizione della RME comporta una riduzione della proliferazione cellulare,
dimostrando quindi che questa € una via essenziale nella mitogenesi indotta da
PDGF-R. La degradazione del PDGF-R rappresenta quindi solo una conseguenza e
non lo scopo principale dell’endocitosi mediata da RME. Cellule trasfettate con
concentrazioni di PDGF, mostrano un forte incremento della proliferazione cellulare
rispetto al controllo. Parallelamente a quanto detto prima, 1’inibizione della CME puo
indurre un aumento dell’internalizzazione del PDGF-R tramite RME, causando
quindi un maggior effetto proliferativo. Questa ipotesi e confermata dal fatto che le
cellule trasfettate con siRNA per la dinamina-2 e trattate anche con Filipina e
Nistatina mostrano una risposta proliferativa simile al controllo, indicando quindi che
la RME e la responsabile della maggior proliferazione nelle cellule in cui é inibita la
CME.

In conclusione, il PDGF-R sembra avere due diverse funzioni in base alla
concentrazione di ligando presente nell’ambiente. Come per I’EGF, basse
concentrazioni di PDGF inducono esclusivamente la CME, che é responsabile della
migrazione cellulare e non sembra essere coinvolta invece nello stimolo
proliferativo; in queste condizioni il recettore si trova prevalentemente sulla
superficie cellulare e agisce come un sensore, guidando la migrazione cellulare, la
CME potrebbe quindi avere un ruolo nel rigenerare PDGF-R libero sulla membrana.
Le basse concentrazioni di PDGF infatti non comportano una down regolazione del
recettore, che é invece, molto evidente quando le cellule sono stimolate ad alte
concentrazioni.

Ad alte concentrazioni di PDGF, invece, I’internalizzazione del PDGF-R & mediata

anche dalla RME, che risulta essere necessaria per la proliferazione indotta da
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PDGF. Il ruolo della RME nel mediare la risposta proliferativa € confermato anche
dal fatto che bloccando questa via di endocitosi si ha un’evidente riduzione nella
fosforilazione delle ERK 1 e 2, responsabili dell’induzione della mitosi, mentre non
si hanno effetti apprezzabili sulla fosforilazione del PDGF-R. Il recettore quindi
viene attivato indipendentemente dalla sua localizzazione cellulare, ma deve essere
internalizzato e spostato verso compartimenti cellulari diversi per poter attivare le vie
di segnalazione specifiche della mitosi.

La segnalazione “dualistica” del PDGF-R percio dipende dalla concentrazione di
PDGF percepita da ogni singola cellula: basse concentrazioni inducono una
migrazione direzionale verso la sorgente del ligando, quando le cellule, migrando
lungo il gradiente, trovano una concentrazione di PDGF sufficiente a indurre la
proliferazione, smettono di muoversi ed entrano in mitosi. Questo modello pud
essere applicato a diverse situazioni fisiologiche e patologiche come la riparazione di
una ferita, ’angiogenesi o la formazione di metastasi e probabilmente puo descrivere

bene il comportamento anche di molti altri RTK.
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2. LABASSA TENSIONE DI OSSIGENO
COME FATTORE DI QUIESCENZA PER
CELLULE NON TRASFORMATE

SCOPO DEL LAVORO

La maggior parte degli organismi esistenti ha bisogno dell’ossigeno molecolare (O2)
per sopravvivere. L’O, rappresenta un parametro ambientale molto importante per il
metabolismo cellulare, e utilizzato come principale accettore di elettroni in molte
reazioni biochimiche ed é sfruttato dai mitocondri per generare ATP nella
fosforilazione ossidativa. Variazioni nella concentrazione di 0ssigeno provocano
alterazioni della fisiologia cellulare, gli organismi superiori hanno infatti sviluppato
diversi meccanismi di adattamento per mantenere 1’omeostasi dell’ossigeno, ad
esempio regolano la respirazione, la vasodilatazione e il metabolismo glicolitico in
base alla disponibilita di ossigeno nell’ambiente. Da sempre la bassa tensione di
ossigeno € stata associata prevalentemente a condizioni patologiche, come
I’ischemia, I’inflammazione, o la progressione tumorale, infatti nelle masse tumorali
non vascolarizzate si formano zone ipossiche, che sembrano favorire la progressione
del tumore e lo sviluppo delle metastasi. Nonostante questo, microambienti ipossici
si possono venire a creare anche nell’embrione o nell’organismo adulto, e possono
formare nicchie specifiche che regolano il differenziamento cellulare.

Nella bibliografia corrente ¢ comunemente considerata “normossia” una tensione
parziale di ossigeno pari a 20 kPa (~ 20%), ovvero la pressione parziale di ossigeno
nell'atmosfera; il termine “ipossia” definisce una carenza nel normale apporto di
ossigeno alle cellule, generalmente viene usata per indicare una concentrazione di O,
vicina all’1%, ma alcuni autori considerano ipossia gia valori al sotto del 5% di O..
In realta, la concentrazione di ossigeno fisiologica € molto variabile nei diversi tipi
cellulari ed e ben diversa da quella atmosferica del 20-21%. La pressione di 0ssigeno
all’interno dell’organismo non arriva mai a valori vicini al 20%, infatti gia negli
alveoli polmonari, che rappresentano i tessuti piu ossigenati, si trovano valori intorno

al 13%, a livello dei capillari periferici e stato calcolato che la tensione di ossigeno
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sia circa dell’8%, a livello tissutale, considerando il consumo e la diffusione, la
percentuale di ossigeno nell’ambiente scende ancora (fig.45).
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Figura 45. Variazioni della concentrazione di ossigeno all’interno dell’organismo: dagli alveoli
polmonari che presentano una tensione di ossigeno pari al 13%, nei tessuti la concentrazione scende

fino a valori intorno al 2%.

L’ossigeno ¢ un gas e come tale entra nelle cellule per semplice diffusione secondo
gradiente, i capillari percio cedono ossigeno ai tessuti finché le concentrazioni di
ossigeno nel sangue e nel tessuto non si trovano in equilibrio. La tensione di 0ssigeno
presente nei capillari pud darci quindi una stima della concentrazione di ossigeno
presente nel tessuto. Abbiamo visto che nei capillari arteriosi la tensione di 0ssigeno
¢ pari all’8%, nei capillari venosi invece la tensione si aggira intorno a valori del 2%,
questa deve essere percio la concentrazione minima di ossigeno presente nel tessuto.

Possiamo considerare che nelle immediate vicinanze del vaso la concentrazione di
ossigeno nelle cellule sia pari al valore massimo dell’8%, poi, man mano che ci si
allontana dal vaso, la percentuale di ossigeno scende a causa sia della diffusione, sia
del consumo da parte delle cellule. La superficie di tessuto che deve essere raggiunta
dall’ossigeno rilasciato dal vaso arterioso aumenta al crescere della distanza, percio
la concentrazione di ossigeno scende rapidamente, decrescendo secondo il quadrato
della distanza. Quindi possiamo calcolare che, se 1’ossigeno rilasciato dal vaso ¢ ad

una concentrazione dell’8%, al secondo strato di cellule la tensione di ossigeno
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scende gia al 4,7%, al terzo strato € intorno al 3% e tende rapidamente a qual valore
del 2% riscontrato nei capillari venosi (fig.46). Quindi le cellule esposte a
concentrazioni di ossigeno superiori al 3% sono solo una piccola percentuale, mentre

circa il 90% si trova a concentrazioni di ossigeno inferiori al 3%.
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Figura 46. Modello sperimentale della diffusione di ossigeno: nei vasi ¢’¢ una tensione di 0ssigeno
dell’8%, allontanandosi dal vaso la concentrazione diminuisce con il quadrato della distanza, il 90%

delle cellule di un tessuto percepisce quindi una concentrazione minore del 3%.

Nel nostro modello sperimentale abbiamo utilizzato fibroblasti murini NIH3T3, e
considerato valori dall’l al 3% di ossigeno non come ipossici, ma come condizioni
fisiologiche di normossia; invece, alte concentrazioni di ossigeno, come quella del
20%, mimano una condizione di iperossia, che si pud venire a creare solo in
situazioni particolari, ad esempio nel caso di una ferita, in cui il tessuto viene esposto
all'ambiente esterno e si crea un gradiente nella tensione di ossigeno.

I nostri risultati hanno dimostrato come le cellule connettivali siano sostanzialmente
quiescenti in condizioni di bassa tensione di ossigeno, infatti sia la proliferazione che
la migrazione cellulare sono ridotte e I’espressione di recettori per fattori di crescita,
come il PDGF-R, ¢ molto attenuata; un’esposizione ad alte concentrazioni di
0ssigeno provoca invece un aumento delle risposte cellulari.
Il principale responsabile delle risposte indotte dall’ipossia ¢ HIF: dai nostri dati
emerge come HIF-1a non sia coinvolto in questo stato di quiescenza cellulare indotto

alle basse tensioni di O,, mentre sembra essere HIF-2a il principale responsabile di
questo fenomeno.
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RISULTATI

Proliferazione cellulare in funzione della concentrazione di O,

Dalla letteratura € noto che per le cellule tumorali la bassa tensione di ossigeno
costituisce un vantaggio selettivo, infatti 1’ipossia sembra favorire la progressione
neoplastica e la formazione di metastasi. Poco si sa invece di quale sia la risposta
delle cellule non trasformate a variazioni della tensione di ossigeno.

Come modello di cellule connettivali non trasformate abbiamo utilizzato cellule
NIH3T3, queste sono state coltivate sia in condizioni di alta pressione di O, al 20%,
sia in condizioni di bassa pressione, in un incubatore da ipossia, all’1% 0 al 3%. Le
cellule sono state stimolate con concentrazioni basse di PDGF-BB per indurre la
migrazione cellulare e con concentrazioni alte di PDGF-BB o con siero per
provocare una risposta proliferativa.

Per prima cosa abbiamo analizzato la proliferazione cellulare dei fibroblasti in
funzione della concentrazione di ossigeno. Cellule NIH3T3 sono state piastrate in
numero di circa 5x10° e messe in coltura parallelamente al 20% e all’1% di ossigeno
per 3 giorni; quindi sono state starvate 24 ore prima di essere stimolate con siero
CALF al 10% o con una concentrazione di PDGF di 30 ng/ml per 24 ore. Il test di
crescita é stato effettuato utilizzando la marcatura con CFSE (Carboxyfluoriscein

diacetate succinimidyl ester) e la successiva analisi citofluorimetrica (fig 47,48).
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Figura 47. Analisi citofluorimetrica di cellule marcate con CFSE: le cellule vengono colorate con la
sonda fluorescente, poi in parte bloccate subito, in parte stimolate per 24 ore. Le cellule vengono
staccate, fissate in paraformaldeide e analizzate al ctiofluorimetro. Le cellule bloccate al tempo 0
sono marcate uniformemente, costituiscono una popolazione omogenea, quindi formano un picco
unico, le cellule bloccate dopo 24 ore di stimolazione mostrano diversi picchi di fluorescenza
corrispondenti alle diverse generazioni. L’analisi con il software ModFit permette di ricavare le

percentuali di cellule delle diverse generazioni e l'indice di proliferazione cellulare.

131



Risultati II. La bassa tensione di O3 nelle cellule non trasformate.

NIH3T3

4 -
@
c
9 351
'?o‘
s 7]
S 251 W 1%
S | 20%
-
©
Q
3
£

l'—l—l

30 ng/ml PDGF siero 10%

Figura 48. Proliferazione cellulare nelle NIH3T3: le cellule sono state coltivate parallelamente
all’1% e al 20% di O, per 3 giorni, starvate 24 ore, poi stimolate con siero CALF al 10% o PDGF 30
ng/ml. L’indice di proliferazione é stato determinato utilizzando il CFSE, le cellule sono state marcate
con la sonda fluorescente prima di essere stimolate, 24 ore dopo la stimolazione sono state staccate,
fissate in paraformaldeide al 3% e analizzate al citofluorimetro. In grafico é riportato l'indice di

proliferazione calcolato su una media di 5 esperimenti, * P<0,01 rispetto al 20%.

Il test di crescita mostra come nelle NIH3T3 la bassa tensione di ossigeno (1%) causi
un tasso di proliferazione nettamente piu basso rispetto a quello ottenuto per cellule
coltivate ad alte tensioni di ossigeno (20%), infatti la proliferazione risulta quasi
dimezzata all’1%. L’effetto di inibizione della crescita ¢ simile sia in risposta al siero
che alla stimolazione con PDGF-BB, dimostrando quindi che I’effetto non ¢
specifico di questo fattore di crescita, ma e probabilmente generalizzabile a molti dei
fattori presenti nel siero (fig 48).

La crescita a basse tensioni di ossigeno ¢ stata studiata sia in cellule coltivate all’1%
che al 3% di ossigeno, con risultati molto simili: in entrambi i casi si osserva una
crescita minore nelle cellule cresciute a bassa tensione di ossigeno rispetto a quelle
mantenute al 20% di O,. D’ora in poi ci riferiremo sempre all’1% come condizione
di bassa tensione di ossigeno, considerando che il 3% di ossigeno evoca risposte
molto simili.

Le cellule non trasformate quindi rispondono alle basse tensioni di ossigeno con una
ridotta proliferazione cellulare, al contrario di quanto € stato generalmente descritto
per le cellule tumorali. Per confermare questa differenza abbiamo eseguito lo stesso
test su cellule tumorali di melanoma derivanti da tumore primario (A375) o da
metastasi (Hs29).
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Le cellule sono state messe in coltura parallelamente al 20% e all’1% di ossigeno per
3 giorni, quindi trattate con la sonda fluorescente CFSE e tenute 24 ore in terreno con
siero FCS al 10% (fig.49).
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Figura 49. Proliferazione cellulare in cellule tumorali: cellule di melanoma derivanti da tumore
primario (A375) e da metastasi (Hs29) sono state coltivate parallelamente all’1% e al 20% di O,,
lindice di proliferazione ¢ stato determinato mediante marcatura con CFSE. Le cellule sono state
trattate con la sonda fluorescente, poi messe in coltura in terreno con siero FCS al 10%, 24 ore dopo
sono state staccate, fissate in paraformaldeide al 3% e analizzate al citofluorimetro. N=5 * P<0,01

rispetto al 20%.

Le crescita delle cellule tumorali risulta effettivamente avvantaggiata dalle basse
tensioni di ossigeno, infatti per entrambe le linee cellulari le cellule cresciute all’1%
di ossigeno mostrano un indice di proliferazione nettamente piu alto di quelle al
20%.

Una stimolazione con alte concentrazioni di PDGF induce nelle NIH3T3 una risposta
di proliferazione, minore se le cellule sono coltivate a basse tensioni di ossigeno,
maggiore se queste si trovano ad una concentrazione del 20% di O,. Per scoprire le
basi di questa diversa risposta cellulare, abbiamo analizzato il ciclo cellulare di
cellule coltivate nelle due condizioni di ossigeno, misurando la proliferazione indotta
da PDGF, in funzione della dose e del tempo di stimolazione.

Cellule NIH3T3, coltivate al 20% o all’1% di ossigeno per 3 giorni, sono state
stimolate con concentrazioni crescenti di PDGF, dopo 19 ore sono state lisate con
una soluzione ipotonica contenente ioduro di propidio e i campioni analizzati al

citofluorimetro (fig.50).
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1 % O,
PDGF 0 2 ng Sng 10 ng 30 ng 100 ng
Gl 91.76 92.46 90.51 92.2 83.28 79.8
S 7.0 7.0 9.5 6.44 16.7 20.2
G2/M 1.2 0.5 0.0 1.4 0.0 0.0
20 % O,
PDGF 0 2 ng Sng 10 ng 30 ng 100 ng
Gl 91.0 90.5 91.7 91.4 74.6 63.4
S 7.9 8.2 6.3 7.6 2533 35.8
G2/M [.1 1.3 1.96 1.0 0.0 0.7

Figura 50. Dose-dipendenza della proliferazione indotta da PDGF ad alte e basse tensioni di O2:
cellule NIH3T3, coltivate parallelamente al 20% e all’1% di ossigeno per 3 giorni, sono state starvate
24 ore e stimolate con concentrazioni crescenti di PDGF per 19 ore, poi lisate con la soluzione
ipotonica contenente ioduro di propidio e analizzate al citofluorimetro. | dati sono rappresentativi di

3 esperimenti indipendenti.

Sia nelle cellule coltivate all’1% che in quelle al 20% di ossigeno, stimolazioni con
basse concentrazioni di PDGF (<10 ng/ml) non provocano un aumento della
proliferazione, infatti la percentuale di cellule in fase S & paragonabile a quella del
controllo non stimolato. Stimolazioni con 30 e 100 ng/ml, invece, inducono un
aumento netto della percentuale di cellule in fase S, con un incremento maggiore per
le cellule coltivate ad alta tensione di ossigeno, confermando quanto visto nel test di
crescita. L’analisi del ciclo dimostra che la dose proliferativa minima non ¢
influenzata dalla tensione di ossigeno, infatti le concentrazioni di PDGF necessarie a
far entrare le cellule in mitosi sono le stesse, quello che cambia invece, nelle due
condizioni di crescita, € il numero di cellule che entrano in ciclo.

Successivamente, abbiamo analizzato la proliferazione indotta da PDGF nelle due
condizioni di crescita in funzione del tempo di stimolazione. Le cellule sono state
stimolate con una concentrazione proliferativa di PDGF (30 ng/ml) per tempi diversi,

per valutare il tempo necessario all’ingresso delle cellule in fase S (fig.51).
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20 % O,
tempo 0 14 h 15h 16 h
Gl1 92,37 90.96 80.84 75.65
S 5.87 9.04 19.16 24.35
G2/M 1,77 0.0 0.0 0.0
1% O,
tempo 0 14 h 15h 16 h
Gl 90,92 95.84 94.95 92.26
S 6.5 4,16 5.55 7.74
G2/M 2,59 0,0 0.0 0.0

Figura 51. Tempo-dipendenza della proliferazione indotta da PDGF ad alte e basse tensioni di O2:
cellule NIH3T3, coltivate al 20% o all’1% di ossigeno per 3 giorni, sono state starvate 24 ore e
stimolate con 30 ng/ml PDGF, poi lisate a tempi diversi con la soluzione ipotonica di ioduro di

propidio e analizzate al citofluorimetro. | dati sono rappresentativi di 3 esperimenti indipendenti.

Il tempo necessario ad entrare in fase S e diverso nelle due condizioni di ossigeno: in
cellule coltivate al 20% di O, a 14 ore di stimolazione con 30 ng/ml di PDGF si nota
gia un aumento di cellule in fase S rispetto al controllo non stimolato, invece le
cellule all’1% a 16 ore di stimolazione non mostrano ancora una percentuale di
cellule in fase S significativamente maggiore rispetto al controllo.

L’ingresso delle cellule in fase S percio é ritardato di almeno due ore, quando queste
sono esposte a basse tensioni di ossigeno; la minore proliferazione quindi non e
causata da un ridotto numero di cellule ciclanti, ma da un rallentamento del ciclo
cellulare.

Tutti gli esperimenti sono stati condotti su fibroblasti murini NIH3T3, che
rappresentano un buon modello di cellule mesenchimali, ma sono una linea
immortalizzata, che presenta caratteristiche in parte diverse da quelle dei fibroblasti
presenti nell’organismo. Per confermare il modello sperimentale, abbiamo condotto
dei test di crescita su alcune linee primarie di fibroblasti umani: fibroblasti dermici
(UDEASs) e fibroblasti di prostata sono stati coltivati alle due diverse tensioni di
ossigeno e le cellule sono state contate a distanza di piu giorni per valutare la

proliferazione cellulare (fig.52).
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Figura 52. Proliferazione di fibroblasti dermici umani alle diverse tensioni di ossigeno: le cellule
UDEASs sono state coltivate parallelamente all’1% e al 20% di ossigeno e, a distanza di 1, 2 e 3 giorni
le cellule sono state osservate al microscopio e contate. Il grafico riporta la media del numero di
cellule contate in 10 campi ottici. | dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.
*P<0,05, ** P<0,001 rispetto al 20% O,.

La proliferazione delle cellule primarie conferma quanto visto per le NIH3T3: le
cellule non trasformate coltivate all’1% di ossigeno proliferano molto meno rispetto

a quelle mantenute al 20%.

Indice di apoptosi in funzione della tensione di O,

La minor proliferazione cellulare riscontrata alle basse tensioni di 0ssigeno
verosimilmente e causata da un blocco della mitosi, ma potrebbe essere dovuta anche
ad un aumento della morte cellulare per apoptosi. Infatti molte cellule, quando si
trovano in condizioni di stress, come puo essere il caso di un’ipossia prolungata nel
tempo, se non sono in grado di mettere in atto i meccanismi necessari a mantenere
I’omeostasi cellulare, vanno incontro a morte cellulare.

Per verificare se a bassa tensione di ossigeno ci sia una maggior mortalita cellulare,
abbiamo misurato il tasso di apoptosi delle NIH3T3 nelle due condizioni di ossigeno,
tramite I’incorporazione di ioduro di propidio. Le cellule sono state rispospese in una
soluzione isotonica contenente ioduro di propidio: in questo modo le cellule restano
intatte e lo ioduro di propidio entra solo in cellule apoptotiche, che presentano
alterazioni della permeabilita di membrana. | campioni cosi ottenuti sono stati

analizzati al citofluorimetro (fig.53).
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Figura 53. Tasso di apoptosi misurato con [’incorporazione dello ioduro di propidio (PI): cellule
NIH3T3 sono state coltivate all’1% o al 20% di ossigeno per 3 giorni, poi sono state staccate,
risospese in una soluzione isotonica contenente ioduro di propidio e analizzate al citofluorimetro.
Sulle ascisse & riportata la quantita di Pl incorporata, sulle ordinate il parametro SSC (side

scattering), indice della morfologia cellulare.

L’incorporazione di ioduro di propidio dei due campioni € molto simile, quindi
possiamo affermare che non c¢’¢ differenza nel tasso di mortalita cellulare. Questo
conferma che nelle cellule non trasformate la minore proliferazione all’1% di
ossigeno & dovuta realmente ad un ridotta mitosi e non ad un incremento del tasso di

apoptosi.

Migrazione ad alte e basse tensioni di O,

Come per la proliferazione, anche la migrazione cellulare nelle cellule tumorali e
favorita dalla bassa tensione di ossigeno: I’ipossia infatti ¢ stata descritta come un
fattore che favorisce I’invasivita e la formazione di metastasi. Anche in questo caso,
I’influenza della tensione di ossigeno sulla migrazione in cellule non trasformate ¢
poCo conosciuta.

La migrazione rappresenta 1’altra principale riposta cellulare dei fibroblasti, come
abbiamo dimostrato nel lavoro precedente, le basse concentrazioni di PDGF (1-5
ng/ml) sono le piu efficaci nello stimolare una potente risposta chemiotattica. E stato
eseguito un test di wound healing su cellule NIH3T3 coltivate alle due diverse
tensioni di ossigeno, stimolando le cellule con concentrazioni di 2, 5 0 10 ng/ml di
PDGF. Dopo 17 ore dalla stimolazione, le cellule migrate nella zona centrale sono

state osservate a microscopio e contate (fig54).
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Figura 54. Test di wound healing su cellule coltivate all’1% e al 20% di ossigeno: cellule NIH3T3
sono state fatte crescere a confluenza, starvate per 24 ore, con una punta sterile & stata rimossa una
striscia di cellule nella zona centrale, e sono state stimolate con 2, 5 e 10 ng/ml di PDGF. Dopo 17
ore le cellule migrate nella zona centrale sono state osservate a microscopio e contate. L’ immagine
rappresenta un campo ottico del test fatto con stimolazione di 5 ng/ml di PDGF; il grafico riporta la
quantificazione del numero di cellule migrate, con una media calcolata su 10 campi ottici diversi.
N=10, ** P<0,001.

In condizioni di bassa tensione di ossigeno, i fibroblasti NIH3T3 mostrano una
debole risposta migratoria in risposta al PDGF-BB, rispetto a quelli coltivati al 20%
di ossigeno. Le immagini al microscopio mostrano come le cellule coltivate al 20%
di ossigeno abbiano una forte riposta chemiotattica alla stimolazione con PDGF,
mentre le cellule all’1% migrano molto poco (fig.54a). La diversa capacita di
migrazione alle due tensioni di ossigeno & presente per tutte le concentrazioni di
PDGEF utilizzate (fig.54b).
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Attivazione ed espressione del PDGF-R

Sia la proliferazione che la migrazione cellulare indotte dal PDGF nelle NIH3T3
risultano quindi molto ridotte alle basse tensioni di ossigeno. Le risposte cellulari
indotte dal PDGF sono mediate dal PDGF-R, un recettore tirosino-cinasico che viene
attivato per fosforilazione e media I’attivazione di diverse vie di segnalazione
responsabili di risposte cellulari come proliferazione, migrazione e sopravvivenza.
L’attivazione e la segnalazione di questo recettore percio deve essere in qualche
modo regolata in base alla concentrazione di ossigeno presente.

Abbiamo effettuato una tempo-dipendenza dell’attivazione del PDGF-R, su cellule
cresciute in diverse condizioni di ossigeno: cellule mantenute al 20% di ossigeno,
cellule coltivate all’1% per 3 giorni o per 9 giorni prima dell’esperimento.

Le cellule sono state starvate 24 ore e stimolate con concentrazioni proliferative di
PDGF (30 ng/ml) per tempi diversi. | lisati sono stati analizzati mediante Western
Blot e riconosciuti con anticorpi anti-P-Tyr, anti-PDGF-R e anti-actina (fig.55).
L’attivazione del PDGF-R al 20% di ossigeno segue 1’andamento nel tempo che
avevamo gia visto precedentemente, con un picco di fosforilazione a 5 minuti. Nelle
cellule coltivate all’1% di ossigeno questa fosforilazione ¢ nettamente piu bassa e
diminuisce all’aumentare del tempo di esposizione alla bassa tensione di ossigeno. |
risultati dell’esperimento dimostrano perd che questa minor attivazione ¢ in realta
causata da una ridotta espressione del PDGF-R: nelle cellule coltivate a basse
tensioni di ossigeno la quantita totale di recettore & notevolmente ridotta e diminuisce
all’aumentare del tempo di esposizione.

La minore responsivita delle cellule coltivate all’1% rispetto al 20% di O, non e da
attribuirsi quindi ad una ridotta attivazione, ma ad una minor espressione del

recettore, che viene down-regolato in condizioni di bassa pressione di ossigeno.
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Figura 55. Fosforilazione tempo-dipendente del PDGF-R in funzione della tensione di ossigeno:
cellule NIH3T3 sono state coltivate a diverse concentrazioni di ossigeno per tempi diversi (20% O,
1% O, per 3 giorni, 1 % O, per 9 giorni); sono state starvate 24 ore, stimolate con 30 ng/ml di
PDGF-BB per 5, 10 e 20 minuti e lisate in Sample Buffer. | lisati sono stati analizzati mediante
Western Blot con anticorpi anti-P-Tyr, anti-PDGF-R e anti-actina. L’istogramma rappresenta il
rapporto fra lintensita delle bande del PDGF-R e dell actina. I risultati sono rappresentativi di tre

esperimenti indipendenti.

L’espressione di una proteina ¢ il risultato di diversi tipi di regolazione: c’¢ una
prima regolazione a livello trascrizionale, medita dall’attivazione o dall’inibizione di
specifici fattori di trascrizione, e una regolazione post-trascrizionale, a livello della
traduzione del’'mRNA, o della degradazione della proteina.

La down-regolazione del PDGF-R alle basse tensioni di ossigeno, percio, pud essere
causata da una minor trascrizione del gene, o da meccanismi di regolazione post-
trascrizionale. Abbiamo effettuato una RealTime PCR su cellule coltivate nelle due
condizioni di ossigeno per valutare la quantita di mRNA del gene del PDGF-R

presente (fig.56).
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Figura 56. Quantificazione mediante RealTime PCR dell’' mRNA del PDGF-R: cellule NIH3T3 sono
state coltivate all’1% o al 20% di ossigeno per 3 giorni, I’'RNA é stato estratto con il kit Qiagen,
quindi retrotrascritto in c-DNA usando esameri casuali e la trascrittasi inversa MMLV. Il c-DNA ¢
stato analizzato mediante Real-Time PCR per [’espressione del gene PDGF-R usando come house-
keeping il gene per [l’actina. L’istogramma rappresenta [’espressione del gene del PDGF-R

normalizzato sull’actina.

Non si notano differenze significative nell’espressione del gene del PDGF-R fra i
campioni coltivati all’1% e al 20% di ossigeno. La trascrizione del gene del recettore
non sembra essere influenzata dalla tensione di ossigeno, quindi la ridotta
espressione del recettore alle basse tensioni di ossigeno é probabilmente causata da
meccanismi di regolazione post-trascrizionale.

Rimane da chiarire se questa down-regolazione del PDGF-R a basse tensioni di
0ssigeno sia un processo irreversibile, o se invece rappresenti un meccanismo di
adattamento che puo essere modificato in qualunque momento, ad esempio da una
riesposizione ad alte concentrazioni di O,.

Per verificare la reversibilitd 0 meno nella regolazione dell’espressione del recettore
abbiamo fatto un secondo esperimento di attivazione tempo-dipendente del PDGF-R:
le cellule sono state coltivate all’1% di ossigeno, poi in parte mantenute a bassa
tensione di ossigeno, in parte riesposte al 20% di ossigeno per tre giorni prima della
stimolazione con 30 ng/ml di PDGF (fig.57).
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Figura 57. Reversibilita nella down-regolazione del PDGF-R a basse tensioni di ossigeno: cellule
NIH3T3 sono state coltivate all’1% di ossigeno, poi in parte mantenute all’l%, in parte riesposte al
20 % di O, per 3 giorni. Dopo 24 ore di starvazione, sono state stimolate con 30 ng/ml di PDGF-BB
per 5, 10, 20 e 30 minuti e lisate in Sample Buffer. I lisati sono stati analizzati mediante Western Blot
con anticorpi anti-P-Tyr, anti-PDGF-R e anti-actina. L’istogramma rappresenta il rapporto fra
lintensita delle bande del PDGF-R e dell’actina. I risultati sono rappresentativi di tre esperimenti

indipendenti.

Le cellule coltivate all’1% di ossigeno ¢ poi riesposte ad alte concentrazioni (20% O
per tre giorni) mostrano una fosforilazione del recettore paragonabile a quella
dell’esperimento precedente, in cui le cellule erano state mantenute al 20% di
ossigeno per tutto il tempo. Anche in questo caso, la maggior attivazione é dovuta ad
un aumento dell’espressione del recettore, in seguito alla riesposizione al 20% di
ossigeno. La down-regolazione del PDGF-R é quindi un processo reversibile, e una
riesposizione ad alte tensioni di ossigeno basta a far tornare il recettore ai livelli
normali di espressione.

Da questa prima parte del lavoro possiamo concludere percio che le basse tensioni di
ossigeno causano una minor proliferazione e migrazione cellulare delle NIH3T3 in
risposta al PDGF, la ragione di questa minor responsivita € una ridotta espressione
del PDGF-R, e questa down-regolazione sembra essere mediata da meccanismi di
regolazione post-trascrizionali. Quindi, se per le cellule tumorali la bassa tensione di
ossigeno costituisce un vantaggio selettivo in termini di migrazione e proliferazione,
nelle cellule non trasformate ha la funzione di mantenere la quiescenza dei tessuti
adulti. Una condizione di iperossia (20% O2) si puo creare ad esempio nel caso di
una ferita, e le cellule esposte a queste maggiori concentrazioni di 0ssigeno saranno

stimolate a migrare e proliferare maggiormente per ricostruire il tessuto danneggiato.
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Il ruolo di HIF-1a

Le risposte indotte dalle basse tensioni di ossigeno sono mediate principalmente dal
fattore di trascrizione indotto dall’ipossia. HIF ¢ un fattore di trascrizione dimerico,
costituito da una subunita costitutiva f (HIF-1p) e da una subunita inducibile a, che
esiste in tre diverse isoforme (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a), fra queste la piu conosciuta
e meglio caratterizzata e la subunita HIF-1a. Ad alte concentrazioni di ossigeno, la
subunita o viene idrossilata da specifici enzimi, la proteina pVHL si lega alla
subunita idrossilata e la indirizza alla degradazione. A basse tensioni di ossigeno,
invece, le PHD sono inattive, la subunita o non viene modificata e rimane stabile,
migra nel nucleo dove si lega alla subunita 3 ¢ attiva la trascrizione. Ci sono molti
livelli di modulazione dell’attivita di HIF, ad esempio altre modifiche post-
traduzionali, che regolano la stabilita di HIF o I’interazione con i cofattori necessari
all’attivita trascrizionale. Inoltre sembra che HIF possa essere attivato anche da
stimoli diversi dall’ipossia e che sia possibile una sua stabilizzazione ad alte
concentrazioni di ossigeno (Chandel NS et al., 1998; Duyndam MC et al., 2001).
Moltissimi lavori dimostrano come HIF sia un fattore che promuove la progressione
tumorale, infatti favorisce la proliferazione, I’invasivita e la formazione di metastasi.
Molti tumori presentano un’overespressione di HIF-1a, che spesso ¢ associata ad una
maggiore aggressivita del tumore.

Per studiare il ruolo di questo fattore di trascrizione nel nostro modello sperimentale,
abbiamo silenziato D’espressione di HIF-la nelle NIH3T3, utilizzando siRNA
specifici; per verificare 1’espressione della proteina ¢ stata condotta una RealTime
PCR. A tre giorni dalla trasfezione abbiamo ottenuto un buon silenziamento della
proteina in entrambe le condizioni: all’1% di ossigeno si ha una riduzione

dell’espressione di circa il 70%, al 20% di ossigeno una riduzione del 50% (fig.58).
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Figura 58. Silenziamento di HIF-7a: le cellule NIH3T3 sono state coltivate parallelamente all’1% e
al 20%, raggiunta una confluenza del 50-60% sono state trasfettate con i SiRNA, dopo tre giorni &
stato estratto I’RNA con il kit Qiagen, quindi retrotrascritto in c-DNA usando esameri casuali e la
trascrittasi inversa MMLV. Il c-DNA é stato analizzato mediante Real-Time PCR per [’espressione
del gene HIF-/o usando come house-keeping il gene per [’actina. L’istogramma rappresenta

I’espressione del gene di HIF-1a normalizzato sull’actina. *P<0,01.

Abbiamo effettuato dei test di crescita utilizzando la marcatura con CFSE su cellule
di controllo e su cellule silenziate, per valutare il ruolo di HIF-1a nella regolazione
della proliferazione cellulare a basse e alte tensioni di ossigeno. Cellule NIH3T3,
coltivate all’1% e al 20% di ossigeno, sono state trasfettate con 1 sSiRNA per HIF-1a,

e stimolate con PDGF o con siero al 10% (fig.59).
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Figura 59. Test di crescita in cellule silenziate per HIF-/a: le cellule sono state coltivate
parallelamente all’1% e al 20% di O, alcune di esse sono state trasfettate con i SiRNA per HIF-1q,
quindi sono state starvate 24 ore prima della stimolazione con siero al 10% (A) o con 30 ng/ml di
PDGF (B). Le cellule sono state marcate con la sonda fluorescente CFSE prima di essere stimolate,
24 ore dopo la stimolazione sono state staccate, fissate in paraformaldeide al 3% e analizzate al
citofluorimetro. In grafico e riportato l'indice di proliferazione calcolato su una media di 5

esperimenti, * P<0,01.

Nelle cellule all’1% di ossigeno non si evidenziano differenze significative nella
crescita fra cellule di controllo e cellule silenziate per HIF-1a, sia nella stimolazione
con siero, sia con PDGF. Nelle cellule al 20% di ossigeno, invece, il silenziamento di
HIF-1a provoca una drastica riduzione della proliferazione cellulare, in entrambe le
condizioni di stimolazione. HIF-1a percio non e il responsabile della ridotta
proliferazione cellulare delle NIH3T3 in condizioni di bassa tensione di ossigeno, al
contrario, sembra avere un ruolo pro-proliferativo al 20% di ossigeno, in quanto la
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sua assenza causa una riduzione della proliferazione cellulare. Quindi, come descritto
per le cellule tumorali, questo fattore di trascrizione mantiene una funzione
mitogenica anche per le cellule non trasformate, che risulta evidente in condizioni di
forte proliferazione, come al 20% di ossigeno, ed & probabilmente poco visibile in
condizioni in cui le cellule proliferano meno, come all’1% di ossigeno.

L’influenza di HIF-la sulla crescita cellulare ad alte concentrazioni di ossigeno
contraddice quanto descritto generalmente sulla scarsa stabilita di HIF a queste
condizioni. Questo fenomeno potrebbe essere spiegato da dati presenti in letteratura
sulla regolazione di HIF-1a da parte dei fattori di crescita e sulla sua stabilizzazione
ad alte tensioni di ossigeno ad opera dei ROS. La stimolazione con PDGF o con altri
fattori di crescita presenti nel siero potrebbe regolare 1’attivita di HIF, attivando la
sua espressione o aumentandone I’attivita trascrizionale mediante fosforilazione.
Inoltre le vie di segnalazione attivate dai fattori di crescita provocano un aumento dei
RQOS, che sembrano stabilizzare HIF-1a in normossia.

Le cellule silenziate per HIF-1o sono state utilizzate anche per fare una tempo-
dipendenza dell’attivazione del PDGF-R. Le cellule silenziate e di controllo sono
state stimolate con 30 ng/ml di PDGF per tempi diversi e i lisati sono stati analizzati
per valutare 1’attivazione del recettore e della via delle MAPK (fig.60).

Nei lisati all’1% di ossigeno non si riscontrano differenze evidenti fra i controlli e le
cellule silenziate per HIF-1a: la fosforilazione del recettore e quella delle ERK 1 e 2
sono sovrapponibili, simili sia come andamento nel tempo che come intensita. Al
20% di ossigeno invece, soprattutto per quanto riguarda il PDGF-R, c¢’¢ una netta
diminuzione della fosforilazione nelle cellule silenziate per HIF-1a. L’attivazione
tempo-dipendente del PDGF-R conferma quanto visto precedentemente con il test di
crescita: all’1% di ossigeno il silenziamento di HIF-la non influenza la risposta
cellulare, mentre al 20% di ossigeno causa una riduzione dell’attivazione del PDGF-

R e quindi delle risposte da esso attivate.
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Figura 60. Fosforilazione del PDGF-R e delle ERK 1 e 2 in cellule silenziate per HIF-1a: cellule
NIH3T3, coltivate parallelamente all’1% (A) e al 20% di ossigeno (B), sono state trasfettate con

SiRNA per HIF-1a tre giorni prima dell’esperimento; dopo 24 ore di starvazione, le cellule sono state
stimolate con 30 ng/ml di PDGF e lisate in Sample Buffer dopo 5, 10 e 20 minuti. | lisati sono stati

analizzati mediante Western Blot con anticorpi anti-P-Tyr, anti-P-Erk e normalizzate con anticorpi

anti-actina. | dati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti.
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Il ruolo di HIF-2a

La prima isoforma di HIF ad essere scoperta fu la HIF-1a, non sorprende percio che
questa sia anche la piu conosciuta e studiata. In seguito sono state scoperte altre due
isoforme, la HIF-2a e la HIF-3a, queste non sono ubiquitarie come HIF-1a, ma negli
ultimi anni é stata dimostrata la loro presenza in un gran numero di tessuti. Queste
due isoforme sono ancora poco conosciute, ma recentemente sta acquistando
attenzione soprattutto I’isoforma HIF-2a. In particolare ¢ emerso che, nonostante
HIF-1a e HIF-20 siano molto simili come struttura, attivita e regolazione, hanno
funzioni non ridondanti, come dimostra il fatto che la delezione di una o dell’altra
isoforma produca fenotipi diversi, e che esse svolgano funzioni diverse nello
sviluppo embrionale.

Per studiare il ruolo di questa isoforma di HIF nelle risposte indotte dalla bassa
tensione di ossigeno in cellule non trasformate, abbiamo fatto una nuova trasfezione,
silenziando I’espressione di HIF-2a con specifici siRNA.

Su cellule silenziate per HIF-20 sono stati condotti test di crescita, usando la
marcatura con CFSE e stimolando con siero o con PDGF 30 ng/ml (fig.61).

Il silenziamento di HIF-2a causa un incremento evidente della crescita cellulare nelle
cellule coltivate all’1% di ossigeno, sia nel caso della stimolazione con siero sia con
PDGEF. Al 20% di ossigeno I’effetto ¢ meno marcato, ma si ha comunque un aumento
della crescita cellulare per le cellule in cui HIF-2a ¢ silenziato, evidente soprattutto
nelle stimolazione con siero.

HIF-2a quindi si comporta da inibitore della crescita cellulare e sembra essere il

responsabile della ridotta proliferazione delle NIH3T3 a basse tensioni di ossigeno.
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Figura 61. Test di crescita in cellule silenziate per HIF-2a: cellule coltivate all’1% 0 al 20% di O,
sono state trasfettate con i SiRNA per HIF-2a, quindi starvate 24 ore prima della stimolazione con
siero al 10% (A) o con 30 ng/ml di PDGF (B). Le cellule sono state marcate con la sonda
fluorescente CFSE e trattate come descritto precedentemente. In grafico ¢ riportato !'indice di

proliferazione calcolato su una media di 5 esperimenti, * P<0,01.

Su cellule silenziate per HIF-2a ¢ stata analizzata anche la migrazione cellulare
mediante un test di wound healing (fig.62). Anche in questo caso, le cellule silenziate
per HIF-2a mostrano una capacita di migrazione ridotta rispetto ai controlli, sia
all’1% che al 20% di ossigeno. Il test di migrazione conferma quindi il ruolo

essenziale di HIF-2a nel mediare le risposte cellulari dei fibroblasti NIH3T3.
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Figura 62: Test di wound healing in cellule silenziate per HIF-2a: cellule coltivate all’1% o al 20%
di O, sono state trasfettate con i SiRNA per HIF-2a e lasciate crescere a confluenza; sono state
starvate 24 ore, dopodiché & stata rimossa una striscia di cellule nella zona centrale e sono state
stimolate con 5 ng/ml di PDGF. Dopo 17 ore le cellule sono state osservate al microscopio, il grafico
riporta la quantificazione della migrazione cellulare calcolata su 10 campi ottici diversi. N=10, **
P<0,001.

HIF-2a. si comporta in maniera opposta rispetto a HIF-1o, rallentando sia la
proliferazione che la migrazione cellulare indotta da PDGF. Possiamo affermare
percio che il fattore HIF-1a abbia azione pro-proliferativa, mentre HIF-2a costituisce
un fattore che inibisce la crescita cellulare.

La regolazione della proliferazione cellulare da parte dei due fattori di trascrizione
cambia in base alla concentrazione di ossigeno: ’effetto di HIF-1a di aumento della
crescita cellulare prevale ad alte tensioni di ossigeno, mentre HIF-2a esercita i suoi
effetti di inibizione della crescita soprattutto a basse tensioni di ossigeno.

E noto come al 20% di ossigeno HIF-1a sia poco stabile ed abbia un’emivita molto
breve, ma 1 nostri risultati indicano chiaramente che anche in tali condizioni I’attivita
di questo fattore di trascrizione non e nulla, ma comunque sufficiente a spiegare il
suo effetto pro-proliferativo. A basse tensioni di ossigeno, entra in gioco anche HIF-
20, il cui effetto di inibizione della crescita prevale sull’effetto mitogenico di HIF-
l1a. | due fattori di trascrizione percio hanno funzioni non sovrapponibili fra loro e la
risposta cellulare evocata sara un risultato dell’equilibrio fra i due fattori, che varia in

base alla tensione di ossigeno presente.
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DISCUSSIONE

Nella bibliografia corrente ¢ considerata “normossia” una tensione parziale di
ossigeno di 20 kPa, pari a circa il 20% della pressione atmosferica; in realta, la
concentrazione di ossigeno fisiologica e molto variabile nei diversi tipi cellulari ed e
ben diversa da quella atmosferica. Negli alveoli polmonari si trova una pressione di
ossigeno intorno a valori del 13% e a livello dei capillari periferici é circa dell’8%;
nei tessuti, allontanandosi dal vaso sanguigno, la percentuale di ossigeno decresce
rapidamente secondo il quadrato della distanza, e tende a valori intorno al 2%.
Ipoteticamente circa il 90% delle cellule di un tessuto percio si trova esposto a
concentrazioni di ossigeno inferiori al 3%. Nel nostro modello sperimentale abbiamo
considerato valori dall’l al 3% di ossigeno come condizioni fisiologiche di
normossia per fibroblasti murini NIH3T3, mentre un’alta tensione di ossigeno (20%)
rappresenta una condizione di iperossia, che si puo venire a creare in situazioni
particolari, come il caso di una ferita, in cui il tessuto viene esposto all'ambiente
esterno e si crea un gradiente nella tensione di ossigeno.

Abbiamo dimostrato che cellule non trasformate (per esempio i fibroblasti murini) si
dimostrano essenzialmente quiescenti a basse tensioni di ossigeno. Infatti la
proliferazione delle NIH3T3 all’1% di O, €& nettamente minore delle cellule
mantenute al 20%, sia in risposta al siero che alla stimolazione con PDGF-BB (30
ng/ml), e la risposta chemiotattica indotta nei fibroblasti da basse concentrazioni di
PDGF e notevolmente ridotta. Questo dato e stato confermato in linee primarie di
fibroblasti dermici umani (UDEAs), che mostrano anch'esse una crescita cellulare
significativamente ridotta quando sono esposte all’1% di ossigeno. La bassa tensione
di ossigeno induce nelle NIH3T3 un rallentamento del ciclo cellulare di almeno 2
ore, senza causare un aumento di morte cellulare per apoptosi. Per le cellule non
trasformate quindi la condizione di bassa tensione di ossigeno non rappresenta una
situazione anomala o patologica di “ipossia”, ma una condizione molto simile a
quella percepita dalle cellule nell’organismo, che favorisce la quiescenza e la stasi
cellulare.

Invece nelle cellule tumorali, come quelle di melanoma che abbiamo analizzato,
derivanti da tumore primario (A375) o da metastasi (Hs29), la bassa tensione di

ossigeno favorisce la proliferazione cellulare.
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L'indagine che abbiamo condotto sulla risposta proliferativa indotta dal PDGF ha
dimostrato che la minor responsivita delle cellule alla stimolazione mitogenica con
PDGF é causata da una down-regolazione del recettore. L’espressione del PDGF-R
diminuisce all’aumentare del tempo di esposizione a basse tensioni di ossigeno, non
a causa di una regolazione sulla trascrizione del gene, ma secondo un meccanismo di
regolazione post-trascrizionale, ancora non determinato. La down-regolazione del
recettore rappresenta un meccanismo di adattamento reversibile, infatti una
riesposizione delle cellule al 20% di ossigeno fa tornare il PDGF-R a livelli di
espressione normali.

Le cellule non trasformate, che sono normalmente esposte a basse tensioni di
0ssigeno, mostrano quindi una bassa responsivita ai fattori di crescita, a differenza di
quanto succede per le cellule tumorali. Se per le cellule tumorali la bassa tensione di
0ssigeno costituisce un vantaggio selettivo in termini di migrazione e proliferazione,
nelle cellule non trasformate questa rappresenta invece una condizione di
“normalita” ¢ ha la funzione di mantenere la quiescenza dei tessuti adulti. Finché le
cellule rimangono esposte a basse tensioni di ossigeno manterranno una bassa
propensione alla proliferazione e alla migrazione cellulare; una condizione di
iperossia (20% O), che si pud venire a creare ad esempio nel caso di una ferita o di
uno stato di infiammazione, evochera nei fibroblasti un’intensa risposta di
proliferazione e migrazione, con lo scopo di ricostruire il tessuto danneggiato.

Le risposte indotte dalle basse tensioni di ossigeno sono mediate principalmente dal
fattore di trascrizione indotto dall’ipossia. HIF ¢ un fattore di trascrizione dimerico,
costituito da una subunita costitutiva e da una subunita inducibile o, che esiste in
tre diverse isoforme, la piu conosciuta e studiata e la HIF-1a, le altre sono la HIF-2a
e HIF-3a. Molti tumori presentano un’overespressione di HIF, che sembra favorire la
progressione tumorale, promuovendo la proliferazione, 1’invasivita ¢ la formazione
di metastasi.

Nel nostro modello sperimentale, HIF-1a non ¢ il responsabile della minore
proliferazione delle NIH3T3 a basse tensioni di ossigeno, anzi, sembra avere un
ruolo pro-proliferativo, soprattutto ad alte tensioni di ossigeno. Infatti il
silenziamento di HIF-1o non altera il fenotipo delle NIH3T3 a bassa tensione di
ossigeno, mentre, ad alte tensioni di ossigeno le cellule silenziate per HIF-1a
proliferano meno rispetto al controllo e il PDGF-R risulta meno attivato in risposta al
PDGF.
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Risultati II. La bassa tensione di O3 nelle cellule non trasformate.

Secondo i nostri risultati, il responsabile della minore responsivita cellulare a basse
tensioni di ossigeno sembra essere HIF-2a. II silenziamento di HIF-2a infatti altera
notevolmente il fenotipo cellulare a basse tensioni di ossigeno: le cellule silenziate
proliferano nettamente di piu rispetto ai controlli e migrano anche in misura
maggiore. Anche al 20% di O,, sebbene meno evidente, il silenziamento di HIF-2a
ha Deffetto di incrementare le risposte cellulari di proliferazione e migrazione
cellulare.

Nonostante ad alte tensioni di ossigeno HIF sia poco stabile, la sua attivita non é
nulla e svolge importanti funzioni nella regolazione delle risposte cellulari. Quello
che possiamo ipotizzare e che ad alte tensioni di ossigeno I’attivita minima di HIF-1a
sia responsabile della maggior proliferazione cellulare delle NIH3T3, mentre al
diminuire della tensione di ossigeno prevalga I’effetto frenante di HIF-20, causando
una minore migrazione e proliferazione cellulare. HIF-1a e HIF-2a quindi sembrano
avere un ruolo opposto nella regolazione della proliferazione cellulare: HIF-1a, come
descritto per le cellule tumorali, funziona da fattore stimolante la mitosi, mentre HIF-
2a inibisce la proliferazione e la migrazione cellulare.

E stato descritto un coinvolgimento di HIF-lo, ma anche di HIF-2a, nella
progressione neoplastica, infatti entrambi sembrano favorire la proliferazione delle
cellule tumorali. In una cellula tumorale la fisiologia cellulare risulta profondamente
alterata, la disregolazione del metabolismo e dei meccanismi di controllo
dell’apoptosi e del ciclo cellulare possono render conto di fenotipi molto diversi da
quelli di una cellula sana. La funzione pro-proliferativa di HIF-2a, riportata da alcuni
autori, in questo contesto puo quindi essere dovuta ad alterazioni della sua attivita, o
al prevalere dell’attivita di altre proteine, che nascondono I’effetto di inibizione della

crescita, proprio di HIF-2a.
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