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1
Meccanismi di attivazione di Dgk-
Dati che avevamo già pubblicato dimostravano che l’attivazione di Dgk- in cellule stimolate con fattori di crescita richiede l’attività della tirosina cinasi citoplasmatica Src. Src è in grado di attivare in vitro Dgk-ed èn in grado di fosforilare Dgk- in vivo. In cellule stimolate con fattori di crescita si osserva la formazione di un complesso Dgk-/Src (Cutrupi et al. 2000, Baldanzi et al. 2004). 
Per chiarire le modalità di attivazione di Dgk- abbiamo per prima cosa identificato le tirosine di Dgk- fosforilate da Src. I possibili siti di fosforilazione sono stati identificati cercando tirosine  di Dgk- inserite in una sequenza consensus per l’attività chinasica di Src (Schmitz et al. 1996). Con questa analisi sono state individuate le tirosine 60 e 335 di cui sono stati creati i rispettivi mutanti a fenilalanina. Il principale sito di fosforilazione di Dgk- in cellule co-trasfettate con Src o trasformate con v Src è risultato essere la tirosina 335, mentre la tirosina 60 non sembra essere fosforilata. 
Inoltre il mutante Dgk- Y335F non solo non è fosforilato, ma non viene neppure attivato ne da Src in vitro, ne da vSrc in vivo ne in cellule trattae con HGF. Questo dimostra l’importanza della fosforilazione della tirosina 335 di Dgk- per l’attivazione dell’enzima.
Src spesso riconosce i suoi substrati tramite il suo dominio SH3 ed all’estremo C-terminale di Dgk- abbiamo identificato una sequenza ricca in proline. Questo ci ha spinto a creare un mutante (Dgk- P) privo delle proline. Dgk- P non viene fosforilato da Src ne da vSrc suggerendo che l’interazione fra la coda ricca in proline di Dgk- ed il dominio SH3 di Src preceda la fosforilazione. Coerentemente con quanto visto precedentemente anche Dgk- P, non venendo fosforilato, non viene neanche attivato ne da Src in vitro, ne da vSrc in vivo ne in cellule trattate con HGF.
Tramite saggi di pull-down abbiamo inoltre dimostrato che la tirosina 335 è richiesta per il legame al domino SH2 di Src mentre la sequenza C terminale ricca in proline è richiesta per il legame al dominio SH3 di Src.
Infine abbiamo dimostrato che, a differenza di Dgk- wt, sia  Dgk- Y335F sia Dgk- P non vengono reclutati alla membrana dopo stimolazione delle cellule con HGF. I due mutanti si accumulano invece in vescicole intra-citoplasmatiche ancora da caratterizzare.
Questi dati fanno parte di un manoscritto sottomesso a Journal Biological Chemistry che allego alla relazione.
2
Ruolo di Dgk- nella transizione cellulare
Per studiare il ruolo di Dgk- nella trasformazione cellulare stiamo utilizzando due modelli biologici distinti: la transizione epitelio mesenchima e le malattie lifoproliferative. 

In questo secondo anno di dottorato importanti risultati sono stati ottenuti nei linfomi anaplastici a grandi cellule NPM/ALK positivi. In questo modello la trasformazione è sostenuta dall’oncogene NPM-ALK, originato da una traslocazione che fonde il dominio di dimerizzazione della nucleophosmina con il dominio chinasico del recettore ALK (Pulford et al. 2004). Si ha quindi un linfoma dovuto all’espressione inappropriata di un recettore tirosina cinasi in una forma costitutivamente attiva.
In questo sistema cellulare abbiamo dimostrato che l’oncogene NPM-ALK è in grado di attivare Dgk- edanche in questo caso l'attivazione richiede l’attività tirosina cinasica di Src con cui Dgk- forma un complesso. E’ interessante notare che in cellule NIH transfettate con Dgk- il complesso con Src è costitutitivo e non dipende dalla presenza di NPM-ALK. Quindi ci sono differenze tra i diversi sistemi cellulari nella regolazione del complesso Dgk-/Src.  
Dal punto di vista funzionale abbiamo osservato che l’inibizione di Dgk- (ottenuta con inibitori farmacologici quali R59949 o tramite siRNA specifici) blocca la proliferazione di linee cellulari esprimenti NPM-ALK, tra cui linee cellulari umane direttamente derivate da linfomi anaplastici a grandi cellule. Questo risultato indica che Dgk- è necessaria per la proliferazione indotta da NPM-ALK nei linfociti e suggerisce che Dgk- sia un potenziale bersaglio per una terapia farmacologica antineoplastica mirata.

Queste osservazioni sono state pubblicate in:

Bacchiocchi R, Baldanzi G, Carbonari D, Capomagi C, Colombo E, van Blitterswijk WJ, Graziani A, Fazioli F. 
Activation of {alpha}-diacylglycerol kinase is critical for the mitogenic properties of anaplastic lymphoma kinase.

Blood. 2005 Sep 15;106(6):2175-82.

3
Ricerca di effettori/interattori  di Dgk-
Mi sono occupato della creazione di vettori che permettono l’espressione e la purificazione di (-DGK, della messa a punto dei protocolli di purificazione e dei saggi di interazione in vitro con altre proteine. 

Con questi obiettivi ho realizzato,mediante il sistema Gateway, due vettori di espressione per cellule eucariote che esprimono (-DGK fusa all’estremo N-terminale rispettivamente con la Glutatione-S-Transferasi (GST) o con 6 istidine (6His). La scelta di vettori di espressione in cellule eucariote è motivata dal fatto che in E.coli (-DGK non si ripiega correttamente e si accumula nei corpi di inclusione (Schaap et al., 1990). I tag per la purificazione per affinità sono stati posizionati all’estremo N-terminale, in quanto studi precedenti hanno dimostrato che inserzioni o delezioni al C-terminale interferiscono con l’attività e la regolazione dell’enzima.

GST-(-DGK e 6His-(-DGK si esprimono quando trasfettate in cellule COS7. Queste due proteine ricombinanti sono cataliticamente attive, e quindi presumibilmente correttamente ripiegate, e presentano i rispettivi tag esposti ed in grado di legare le rispettive matrici di affinità. 

Ho quindi messo a punto un sistema di purificazione da COS7 di GST-(-DGK, ottenendo la proteina in forma relativamente pura (66%), che ho poi utilizzato in saggi di fosforilazione ed attivazione in vitro con Src purificato commerciale.

Ho quindi prodotto, con il sistema Quick change, un pannello di mutanti di GST-(-DGK nelle porzioni che in vivo sono coinvolte nell’interazione con Src. In particolare, la tirosina in posizione 335 è stata sostituita con una fenilalanina (GST-(-DGK-Y335F); la prima prolina in posizione 723 della sequenza all’estremità C-terminale, è stata sostituita con un codone di stop (GST-(-DGK-P) ed è stato anche creato il doppio mutante (GST-(-DGK-Y335F-P). L’avvenuta mutagenesi è stata verificata mediante sequenziamento; i mutanti sono stati espressi in cellule COS7 e purificati.

La possibilità di esprimere e purificare facilmente le proteine contenenti (-DGK wild type e quelle contenenti (-DGK mutata nei residui chiave per l’attivazione e l’interazione con Src, permetterà di caratterizzare in vitro il complesso (-DGK-Src ed il meccanismo molecolare di attivazione. La disponibilità di (-DGK purificata e cataliticamente attiva potrebbe rendere possibile la creazione di anticorpi monoclonali che riconoscano efficientemente la forma nativa della proteina. Inoltre (-DGK purificata ed immobilizzata su resina sarà utilizzata come esca per la cattura e caratterizzazione di nuovi interattori. 
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Seminari frequentati:
1. 2 dicembre 2004 “ REPERTAXIN, UN NUOVO INIBITORE DI IL-8: RISULTATI PRECLINICI E IDENTIFICAZIONE DEL MECCANISMO D'AZIONE” Dr. Riccardo Bertini
2. 11/3/2005 “Proteomica dell’epitelio intestinale” Prof.Margherita RUOPPOLO
3. 21/3/2005 “Sclerosi Multipla: ricerca di geni di suscettibilità nella  popolazione finlandese.” Dr.ssa Rosanna Asselta

4. Mercoledì 6 aprile “TOWARD REGULATION OF GENE EXPRESSION BY CHROMATIN MODIFICATION: SOME BIOMEDICAL MODEL” Prof. Gerardo Lopez-Rodas
5. 30 maggio 2005 “Il dolore articolare: un problema clinico o biochimico?” Giampiero Pescarmona
6. 1 GIUGNO 2005 “GENI E TRAPIANTI” ANTONIO  AMOROSO
7. 8 Giugno 2005 “PROCREAZIONE  MEDICALMENTE ASSISTITA: ASPETTI  MEDICI, BIOLOGICI E LEGALI”

8. 17 giugno alle 14 "La tossina della pertosse ed il suo B-oligomero: nuovi farmaci immunostimolanti e anti-HIV?" Guido Poli
9. 12 settembre 2005 ”CARATTERISTICHE E POTENZIALITÀ DELLE CELLULE ISOLATE DALLE MEMBRANE FETALI UMANE: AMNION E CORION” Dr. Ornella Parolini

10. 20 Settembre 2005, Prof. Luca Parente Regolazione dell’apoptosi da parte di glucocorticoidi ed annessina-1
Congressi frequentati:
1. Sono stato relatore al FEBS Advanced Course on "Lipid-protein interaction in signalling and membrane traffic" 10-15 June 2005, Consorzio Mario Negri Sud, Santa Maria Imbaro, Chieti - Italy.
2. "Meccanismi di Trasduzione del Segnale in Adesione e Differenziamento Cellulare", presso la Certosa di Pontignano, vicino a Siena dal 18 al 19 marzo 2005
3. Riunione della sezione Liguria-Lombardia-Piemonte della SIB, tenutasi a NOVARA il 20 Maggio 2005.
4. EMBO Workshop “Invasive Growth: a Genetic Program for Stem Cells, Cancer, and Cancer stem Cells” Third IRCC International Cancer Conference, 26-29 Maggio 2005, Torino.

5. "3nd Italian RNA interference Symposium: applications in oncogenetics" Torino, martedì 7 giugno 2005
6. “3rd ANNUAL NATIONAL IHUPO CONGRESS 2005” Ospedale Veterinario di Lodi, , 29th september - 1st october

Lezioni frequentate

1. Corso di Inglese (Prof. Colin Bell)
2. Corso di statistica (Prof. Magnani)
Pubblicazioni:
· Bacchiocchi R, Baldanzi G, Carbonari D, Capomagi C, Colombo E, van Blitterswijk WJ, Graziani A, Fazioli F. 
Activation of {alpha}-diacylglycerol kinase is critical for the mitogenic properties of anaplastic lymphoma kinase. 
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