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INTRODUZIONE

La famiglia delle diacilglicerolo cinasi (Dgk) è suddivisa, sulla base di domini caratteristici, in 5 classi e l'isoforma alfa appartiene alla prima di esse. Comuni a tutte e 9 le isoforme di Dgk presenti nei mammiferi sono il dominio catalitico, altamente conservato, ed almeno due domini ricchi in cisteine, strutturati a zinc-finger, omologhi a quelli di PKC e Raf (1). Tutte le diacilglicerolo cinasi fosforilano il diacilglicerolo (DAG o DG) generando acido fosfatidico (PA) e sono enzimi citosolici o nucleari, che devono traslocare alla membrana plasmatica o altre membrane intracellulari per guadagnare l’accesso al loro substrato. La αDgk è inoltre caratterizzata nella portzione N-terminale da un dominio recoverin-homology e da due domini autonibitori EF-hand che, legando calcio, permettono l'attivazione dell'enzima.

Il ruolo fisiologico delle Dgk è tuttora solo parzialmente delucidato; è descritto che αDgk viene attivata in cellule T stimolate con IL-2, mediandone il segnale proliferativo, o attraverso l’attivazione di recettori G-coupled (2,3). Nel nostro laboratorio è stato dimostrato che αDgk viene attivata da HGF (Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor) e da VEGF (Vascular-Endothelial Growth Factor), rispettivamente in cellule epiteliali ed endoteliali (4, 5, Cutrupi et al. manoscritto in preparazione). In collaborazione con il gruppo della Dott.ssa Fazioli, inoltre, è stato dimostrato che αDgk  è costitutivamente attivata in cellule ALCL (Anaplastic Large Cells Lymphoma), che esprimono la forma oncogenica del recettore tirosina cinasi ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), rappresentato dalla proteina di fusione NPM (nucleofosmina)/ALK (6). L'attivazione di αDgk da parte di HGF, VEGF ed NPM-ALK è mediata da fosforilazione in tirosina, sia in vitro sia in cellule intatte, e necessita dell’attività della tirosina cinasi Src, con la quale αDgk forma un complesso (4, 5). Oggetto di studio rimangono i dettagli dell’interazione fra Src e αDgk ed il meccanismo molecolare mediante il quale Src attiva αDgk. In linfociti T, αDgk è regolata anche dal prodotto fosfatidilinositolo (3,4,5)-trifosfato (PIP3) della fosfatidilinositolo 3-cinasi (PI3K) (7), ma se tale regolazione sussista anche in cellule epiteliali rimane da determinare.

L'attivazione di αDgk è necessaria per la migrazione, lo scatter, la transizione epitelio-mesenchima (EMT) e l'invasione indotti da HGF in cellule epiteliali (4,5 e manoscritto in preparazione) e per la migrazione, la proliferazione, la tubulogenesi e l'angiogenesi indotti da VEGF in cellule endoteliali (5). Dati ancora da pubblicare dimostrano inoltre un ruolo importante di αDgk anche per la trasduzione del segnale integrinico e per lo spreading di cellule epiteliali su matrice extracellulare.

La transizione epitelio-mesenchima è un processo caratteristico dello sviluppo embrionale ed avviene in modo rigidamente controllato. Nella EMT cellule epiteliali appartenenti ad un tessuto si dissociano da esso assumendo caratteristiche fibroblastoidi mediante perdita della polarità basolaterale e delle giunzioni cellula-cellula, downregolazione dei geni che codificano per molecole dell'adesione e acquisizione di motilità (scatter);  talvolta le cellule iniziano anche la produzione di matrice extracellulare o di proteasi della matrice, per facilitare l'invasione e la motilità. Questo tipo di processo è ugualmente caratteristico delle cellule di carcinomi epiteliali che assumono un fenotipo invasivo (8). HGF è il prototipo di fattore inducente scatter e anzi HGF possiede la capacità di indurre cambiamenti morfogenici anche più complessi, come la tubulogenesi in collagene tridimensionale. Dato il ruolo di αDgk nella trasduzione del segnale a valle di HGF, gli studi condotti dal nostro laboratorio sono volti a delucidare il ruolo di αDgk proprio nei singoli aspetti della EMT, identificati con la motilità cellulare e con l’adesione. Durante il movimento, infatti, le cellule modificano il citoscheletro di actina e le adesioni focali e nel movimento cellulare stesso si individuano 4 fasi, contemporanee ma distinte dal punto di vista meccanico (9):

1. protrusione: dalla membrana plasmatica vengono estesi, nella direzione di avanzamento, lamellipodi e filopodi mediante polimerizzazione regolata di filamenti di actina.

2. formazione di nuovi siti di adesione che collegano il citoscheletro alla matrice extracellulare (complessi focali).

3. contrazione del corpo cellulare: il corpo cellulare viene spostato in avanti, in direzione della protrusione, facendo perno sui nuovi punti d’adesione precedentemente formati.

4. distacco: la parte posteriore della cellula si deve distaccare dalla matrice per permettere l'avanzamento. 

Nel movimento cellulare un altro evento centrale è rappresentato dal turnover delle adesioni focali. L’adesione focale è caratterizzata dalla presenza di un recettore integrinico, legato alla matrice sul versante extracellulare e ad un complesso di proteine citoscheletriche sul versante citoplasmatico. Questo complesso è costituito da proteine con funzione strutturale quali vinculina, α-actinina, tensina, talina e paxillina, e proteine con funzione regolatoria, come Src, FAK e Crk. Caratteristica delle adesioni focali è proprio la dinamicità,  per cui vengono continuamente assemblate, modificate e disassemblate: è grazie a questo riciclo che la cellula può muoversi e rispondere a segnali extracellulari. La regolazione del turnover delle adesioni focali è un processo complesso nel quale vengono integrati segnali provenienti dall'adesione e dai fattori di crescita.

Elementi chiave nella rete molecolare necessaria al movimento cellulare sono le piccole proteine G della famiglia di Rho: Rho, Rac e Cdc42, dotate di attività GTPasica (idrolizzano il GTP a GDP), attive quando legate al GTP e controllate da una complessa rete di fattori che promuovono il legame al GDP o al GTP (reviewed in 10). In breve: RhoA segnala per la formazione delle adesioni focali (stabili) associate con le fibre di stress, mentre Rac e Cdc42 segnalano per la formazione di complessi focali (dinamici) associati rispettivamente a lamellipodi e filipodi. Il movimento cellulare dipende dall'equilibrio e dalla competizione dei segnali provenienti dalle diverse small-G protein.

Rac viene attivato da HGF in cellule epiteliali (11) ed in seguito ad attivazione trasloca alla membrana cellulare (12). Questa traslocazione è necessaria per la funzione stessa di Rac, in quanto solo alla membrana, e solo in determinati siti di essa, questo può incontrare i suoi effettori. Per la traslocazione alla membrana è necessario un segnale proveniente dalle integrine, che si concretizza nella formazione di domini ricchi in colesterolo, i lipid rafts (13).

HGF, o la sovraespressione dell'adattatore molecolare CrkL, induce la traslocazione della paxillina dal citoplasma ai complessi focali e promuove la formazione di un complesso sovramolecolare costituito da paxillina, Rac, PIX (un suo attivatore) e GIT2 (GAP per la famiglia delle small-G protein Arf). La formazione di tale complesso è dipendente da Rac ma d'altra parte anche un mutante di paxillina non in grado di legare GIT2 blocca lo spreading e la formazione di lamellipodi (fenomeni dipendenti da Rac). Un modello proposto è che Rac promuova la formazione di complessi focali contenenti paxillina e che tali complessi siano necessari per l'ulteriore attivazione di Rac che porta allo spreading e al ruffling (14). Sempre in contesto epiteliale, la fosforilazione sulla tirosina 118 della paxillina è un prerequisito per la formazione di un complesso alle adesioni focali paxillina-Raf-MEK-Erk, che porta all’attivazione localizzata di Erk. Quest’ultimo fosforila a sua volta la paxillina sulla serina 83 e tale fosforilazione è necessaria per la formazione del complesso paxillina-FAK e per la piena attivazione della cascata di trasduzione a valle, che coinvolge PI3K e Rac (15, 16, 17).

Dati ottenuti in laboratorio rivelano che αDgk è coinvolta nell'assemblamento di complessi focali: la sua inibizione blocca la traslocazione di questa dal citosol ai complessi focali indotti da HGF in cellule epiteliali MDCK (manoscritto in preparazione). Anche alla luce del fatto che è stato descritto un complesso sovramolecolare contenente Rac e una Dgk (18), è ipotizzabile dunque una correlazione fra αDgk, paxillina e Rac. Tale ipotesi ha costituito il tema della ricerca svolta in questo anno di corso di Dottorato.

RISULTATI E COMMENTO

L’inibizione di Dgk riduce la fosforilazione in tirosina della paxillina

La fosforilazione in tirosina della paxillina è un evento cruciale per la riorganizzazione del citoscheletro di actina e per la formazione delle adesioni focali ed in particolare è importante per la regolazione spazio-temporale della sua localizzazione (19). Al fine di indagare sul meccanismo attraverso il quale l’inibizione di Dgk con R59949 inibisce la clusterizzazione della paxillina alle adesioni focali, ho analizzato lo stato di fosforilazione in tirosina della paxillina.

In immunoprecipitati anti-paxillina, a 15’ di trattamento con HGF (tempo compatibile con gli eventi di trasduzione del segnale alle adesioni focali, vedi bibliografia n. 15, 16,17), si osserva un incremento della fosforilazione in tirosina della paxillina stessa, mentre il pretrattamento con R59949, nelle medesime cellule, riduce sensibilmente lo stato di fosforilazione di questa. 

Viceversa, gli immunoprecipitati anti fosfo-tirosina da lisati di cellule trattate con HGF sono arricchiti in paxillina, mentre il pretrattamento con R59949 riduce la quota di quest’ultima in associazione con proteine fosforilate in tirosina. In quest’ultimo caso, l’analisi densitometrica delle bande ha permesso di quantificare ed apprezzare le differenze fra i diversi punti sperimentali.

L’attività di Dgk è necessaria per la piena attivazione di Rac da HGF
L’attività di Rac è cruciale per il movimento cellulare. HGF induce una precoce rapida e transiente attivazione di Rac, dipendente da PI3K e l’attività di Rac è necessaria per la formazione dei lamellipodi, per lo spreading e la dissociazione di colonie epiteliali di MDCK indotte da HGF (20, 12) .

Poiché l’inibizione di Dgk altera la motilità cellulare indotta da HGF, ho innanzitutto misurato lo stato di attivazione di Rac in seguito a trattamento di cellule MDCK con HGF, in presenza o in assenza dell’inibitore di Dgk R59949. Mediante esperimenti ripetuti di pull-down con la proteina di fusione GST-PAK CRIB, ho evidenziato che l’inibizione di Dgk impedisce la piena attivazione di Rac da parte di HGF, riducendo il suo stato di attività in modo statisticamente significativo rispetto al punto trattato con HGF.

L’attività di Dgk è necessaria per la traslocazione di Rac alla membrana plasmatica. 
HGF induce in cellule MDCK la traslocazione di Rac alla membrana in corrispondenza dei ruffles alle estremità dei lamellipodi (12). 

Ho osservato in microscopia confocale la localizzazione di Rac in cellule MDCK in risposta ad HGF, in presenza o meno dell’inibitore di Dgk R59949. Osservando un piano medio-basale, ho contato il numero di cellule a bordo colonia che presentavano Rac in membrana e, mentre HGF induce un incremento della percentuale di cellule con Rac alla membrana, l’inibizione di Dgk riduce significativamente questa quota.

Ho in seguito trasfettato transientemente le cellule MDCK con i mutanti wild type e cataliticamente inattivo di Dgk fusi con GFP ed ho contato il numero di cellule trasfettate a bordo colonia con Rac in membrana, in assenza o presenza dello stimolo di HGF. In cellule trasfettate con GFP-Dgk wild type e trattate con HGF, la frazione di cellule con Rac in membrana è di 2,5 volte superiore rispetto al basale, mentre in cellule trasfettate con GFP-DgkK- tale aumento è ridotto a 1,8 volte. 

Dgk e Rac colocalizzano alla membrana del lamellopodio.

Nel corso degli esperimenti descritti nel paragrafo precedente ho confermato il dato già ottenuto precedentemente sulla localizzazione di Dgk: in cellule MDCK, il trattamento con HGF induce la traslocazione di GFP-Dgk dal citosol alla membrana plasmatica in corrispondenza del lamellopodio. La sovrapposizione delle immagini confocali acquisite per GFP-Dgk e Rac mostra come la zona di membrana in cui localizzano le due proteine sia la medesima.

Nel loro complesso, gli esperimenti presentati dimostrano l’esistenza di una interrelazione fra Dgk, Rac e le proteine dell’adesione focale lungo una via di segnalazione essenziale per la motilità cellulare indotta dai fattori di crescita. Dgk e Rac, nella cellula epiteliale, localizzano nel medesimo comparto di membrana plasmatica e l’attività di Dgk regola la localizzazione e l’attivazione di Rac, fornendo una possibile spiegazione, dato il ruolo ampiamente dimostrato di Rac, della perdita di motilità di cellule in cui Dgk è inibita. Dgk, inoltre, risulta essere importante anche per la localizzazione e la fosforilazione della paxillina, proteina strutturale e nel contempo trasducente alle adesioni focali.

La traslocazione di Dgk alla membrana plasmatica è già stata descritta in linfociti T attivati (21) e risulta dipendente, come del resto la sua stessa attivazione, dai prodotti di PI3K (7). La traslocazione di Rac, dai dati presenti in letteratura, risulta essere in cellule adese dipendente da segnali provenienti dalle integrine e sostanzialmente “disaccoppiata” alla sua attivazione. Anche un Rac attivo, infatti, non può svolgere la sua funzione se non correttamente localizzato in membrana, ai lipid rafts, dove può incontrare i suoi effettori (13). L’attivazione di Rac, inoltre, è largamente dipendente da PI3K, in quanto molti GEFs per Rac sono attivati da PIP3 (22). Dati preliminari ottenuti in laboratorio, inoltre, indicano che l’inibizione di Dgk genera una riduzione dell’attivazione di AKT indotta da HGF. Si configura quindi un quadro in cui Dgk si pone a monte di Rac e in cui PI3K può avere un ruolo sia nell’innesco, sia nel rafforzamento della cascata di segnalazione dal recettore di HGF alla formazione delle adesioni focali.

E’ ben dimostrato infatti che una quota importante di PI3K localizza alle adesioni focali in associazione con proteine, quali ad esempio FAK, ed è importante per la via di segnalazione che da HGF, attraverso Erk e Paxillina, conduce all’attivazione di Rac e alla morfogenesi (17).

Ritengo che Dgk giochi un ruolo importante in questo contesto e, per questo motivo, mi ripropongo di proseguire gli esperimenti per delucidare un eventuale ruolo di Dgk: 

· nell’attivazione di Rac attraverso l’analisi dei suoi GEFs;

· nella costituzione dei ruffles dove Rac va a localizzarsi; 

· nella costituzione delle adesioni focali attraverso l’analisi di ulteriori proteine costituenti.
MATERIALI E METODI

Colture cellulari e trasfezione: 

Cellule MDCK (Madin-Darby Canine Kidney epithelial cells), MDCK ts-v-Src e HaCat sono state coltivate in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). I terreni di coltura sono stati supplementati col 10% di FBS ed addizionati con L-glutammina ed una soluzione premiscelata di streptomicina, penicillina e anfotericina-B (Sigma), secondo le indicazioni della casa produttrice.

Le trasfezioni transienti sono state eseguite con Lipofectamine2000 Reagent (Invitrogen), secondo le indicazioni della casa produttrice.

Reagenti: 

R59949 (Sigma) è stato utilizzato, a meno di indicazione contraria, alla concentrazione di 1μM.

rhHGF (Peprotech), disciolto in PBS 1% ad una concentrazione finale di 1ng/μl, è stato utilizzato, come indicato di volta in volta, alle concentrazioni finali di 10, 50 o 100 ng/ml a seconda degli esperimenti, in terreno allo 0% siero.

Anti-Rac1 e anti-paxillin da BD Transduction Laboratories. 

Anti-PY clone 4G10 da Upstate.

Alexa Fluor 456 Falloidin da Molecular Probes.

Anticorpi secondari anti- mouse o rabbit IgG, coniugati FITC, da DAKO; coniugati HRP da NEN

Plasmidi e vettori utilizzati: 

GFP-Dgk e GFP-DgkK- sono stati ottenuti dai vettori PMT2-myc-Dgk e  PMT2-myc-DgkK- mediante Gateway Technology (Invitrogen).

pGEX PAK-CD, codificante il PAK-CRIB domain, è stato gentilmente offerto da S. Degani, Torino.

Osservazioni al microscopio confocale:

Cellule MDCK sono state piastrate su vetrini in piastre da 24 pozzetti, coltivate fino ad un appropriato grado di confluenza e quindi eventualmente trasfettate. Prima della stimolazione sono state poste in assenza di siero per una notte. Quando necessario, le cellule sono state pretrattate con R59949 per 15’ prima della stimolazione e per tutto il tempo della stimolazione stessa. 

In seguito a stimolazione le cellule sono state lavate 2 volte in PBS e fissate con una soluzione in PBS di paraformaldeide al al 3% e saccarosio al 4% per 5’ a RT. Dopo 2 lavaggi con PBS, sono state permeabilizzate con tampone contenente 20mM HEPES pH7.4, 300 mM saccarosio, 50 mM NaCl, 3mM MgCl2, 0.5% Triton X-100 per 5’ a 4°C. Sono quindi stati eseguiti 3 lavaggi con PBS-0.2% BSA ed un’incubazione di 15’ con PBS-2% BSA a RT. 15 l di soluzione di anticorpo primario diluito 1:100 in PBS-2% BSA sono stati posti direttamente su ciascun vetrino in camera umida per 30’ e l’anticorpo in eccesso è stato lavato via con 3 lavaggio con PBS-0.2 % BSA. Prima della decorazione con l’anticorpo secondario è stata eseguita un’ulteriore incubazione con PBS-2% BSA. L’anticorpo secondario marcato con fluoroforo (solitamente 1:30 in PBS-2% BSA) insieme con la falloidina fluoresceinata (solitamente 1:100 in PBS-2% BSA), sono stati aggiunti direttamente sui vetrini (15 l di soluzione per vetrino) in camera umidificata per 30’ e l’eccesso di anticorpo è stato eliminato con 3 lavaggi in PBS-0.2% BSA. I vetrini sono stati quindi sciacquati in acqua milliQ e montati su supporti per l’osservazione al microscopio con Mowiol (20% Mowiol 4-88 in PBS 1X pH 7.4) lasciato polimerizzare. Le immagini sono state acquisite con un microscopio confocale Leica TCS SP2 e relativo Leica Confocal Software mediante la scansione di singoli piani per tutta l’altezza della cellula, dal piano basale a quello apicale. Sono mostrate nella presentazione le immagini più rappresentive, solitamente riferite alla porzione basale della cellula stessa.

RacGTP pull-down assay:
Rac attivo è stato rilevato mediante pull-down da lisati cellulari con la forma fusa a GST del dominio CRIB di PAK, effettore di Rac.

Per ottenere la proteina di fusione GST-PAK CRIB, Escherichia coli TOPF 10 sono stati trasformati con il costrutto pGEX PAK-CD; dopo una crescita overnight in 50 ml di LB, la coltura è stata diluita 1:10 in LB fresco e fatta crescere fino ad una densità ottica di 0.5/0.6. E' stata quindi indotta l'espressione della proteina ricombinate con l'aggiunta di IPTG 0.1 mM per 2 ore. Le cellule sono state quindi raccolte mediante centrifugazione a 4°C, risospese in ghiaccio in 10 ml di GST-Bacterial Lysis Buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 5% glycerol, 0.1% Triton X-100) supplementato con 1mM DTT,  1mM Na3VO4 e AEBSF, EDTA, Bestatina, E-64, Leupeptina e Aprotinina contenuti nel Protease Inhibitor Cocktail (Sigma) e quindi sonicate. Il lisato batterico è stato chiarificato mediante centrifugazione, suddiviso in aliquote da 1ml, cingelato in azoto liquido e conservato a -80°C. La proteina ricombinante è stata purificata "fresca" il medesimo giorno dell'esperimento mediante incubazione di 1 ora a 4°C con una resina GSH-sefaroso (Glutathione Sepharose 4 Fast Flow, Amersham), seguita da 3 lavaggi con GST-FISH Buffer (10% glycerol, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 1% NP-40, 2mM MgCl2), supplementato come il precedente. La quantità di proteina ricombinante ottenuta è stata sitimata, dopo separazione in SDS-PAGE e colorazione con EZBlue (Sigma), mediante comparazione con quantità standard di BSA. La taglia della banda GST-PAK CD è di circa 60 Kd.

Per l'esperimento vero e proprio, le MDCK sono state piastrate in piastre da 15 cm di diametro e poste in terreno senza FBS per 24 ore prima della stimolazione con 100 U/ml di HGF per 15'. Quando utilizzato, R59949 è stato somministrato con un pre-trattamento di 15' e per tutta la durata della stimolazione. Le cellule sono state quindi lavate con PBS freddo e lisate per 5' in ghiaccio con GST-FISH Buffer. Il lisato è stato chiarificato con una centrifugata di 5' a 4°C. Il supernatante è stato quindi incubato per 45' a 4°C con una quantità appropriata di GST-PAK CRIB, precedentemente fatto accoppiare con biglie di GSH-sefaroso. Le biglie sono state quindi lavate 3 volte con GST-FISH Buffer e le proteine sono state eluite mediante bollitura in Laemly Buffer. I campioni sono stati qundi separati in SDS-PAGE al 15% di acrilammide e la presenza di Rac è stata rilevata in Western Blot utilizzando l'anticorpo anti-Rac1. Le variazioni nello stato di attivazione di Rac fra i vari campioni sono state valutate comparando il rapporto RacGTP/Rac totale. I valori di RacGTP e Rac totale sono stati ottenuti mediante densitometria delle bande corrispondenti in Western Blot.
Immunoprecipitazioni anti-Paxillina e anti-PY:


Le cellule MDCK, dopo una notte in assenza si siero, sono state trattate e quindi lisate in Tampone di lisi (HEPES 25mM pH8, NaCl 150mM, NP40 1%, EDTA 5mM, EGTA 2mM, ZnCl2 1mM, NaF 50mM, glicerolo 10%) o RIPA buffer (Triton X-100 1%, NaDOC 1%, 0.1% SDS,  HEPES 50mM pH 7.4, NaCl 150mM, glicerolo 10%, MgCl2 1.5mM, EGTA 1mM, NaF 100mM), addizionati a fresco con Na3VO4 1mM finale e un mix di inibitori delle proteasi contenente AEBSF, EDTA, Bestatin E-64, Leupeptina ed Aprotinina (Sigma) secondo le indicazioni della casa produttrice. Prima della denaturazione in Laemli Buffer, gli immunoprecipitati sono stati lavati 3 volte con il medesimo tampone della lisi, 3 volte con TNE Tris-HCl 25 mM pH8, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM) e 3 volte con LiCl (LiCl 0,5 M, Tris 25 mM pH8).


Immunoprecipitati e lisati totali sono stati separati mediante SDS-PAGE con gel al 10%.
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PRODUZIONE SCIENTIFICA

In rosso sono evidenziati i congressi cui ho partecipato in questo anno.
Articoli pubblicati:

De Gobbi M, Caruso R,  Daraio F, Chianale F, Pinto RM, Longo F, Piga A, Camaschella C. "Diagnosis of Juvenile hemochromatosis in an 11-year-old child combining genetic analysis and non-invasive liver iron quantitation"  Eur J. Pediatr. 2003 Feb. 162(2):96-9.

Articoli in preparazione:

Cutrupi S, Chianale F, Porporato P, Baldanzi G, Gnocchi V, Filigheddu N, Santoro M, Sinigaglia F and Graziani A. "Dkg-alpha is involved in HGF and v-Src -mediated epithelial mesenchymal transition"

Baldanzi G, Cutrupi S, Chianale F, Gnocchi V, Loggia E, Notario M, Filigheddu N, van Blitterswijk WJ, Parolini O and Graziani A. “HGF-induced activation and membrane recruitment of Dgk by Src-mediated phosphorylation of tyrosine 335 is necessary and sufficient for cell motility”

Comunicazioni a congressi:

· SIB (Società Italiana di Biochimica e Biologia Molecolare), Convegno annuale della sezione Lombardo-Ligure-Piemontese – 20 maggio 2005, Novara
DIACYLGLYCEROL KINASE-ALPHA REGULATES HGF-INDUCED EPITHELIAL CELL MOTILITY BY ACTING ON FOCAL COMPLEXES ASSEMBLY AND RAC1 LOCALIZATION AND ACTIVATION.

F. Chianale, S. Cutrupi, C. Deantonio, E. Rainero, P. Porporato, G. Baldanzi, G. Brignoli, V. Gnocchi, N. Filigheddu and A. Graziani

· ABCD 2005 - Certosa di Pontignano (Siena)

DIACYLGLYCEROL KINASE-ALPHA REGULATES HGF-INDUCED EPITHELIAL CELL MOTILITY BY ACTING ON FOCAL COMPLEXES ASSEMBLY AND RAC1 LOCALIZATION AND ACTIVATION.

F. Chianale, S. Cutrupi, C. Deantonio, P. Porporato, G. Baldanzi, G. Brignoli, V. Gnocchi, N. Filigheddu and A. Graziani

· ABCD 2004 - Hotel Farnese, Roma:

HGF- AND V-SRC-INDUCED ACTIVATION OF DIACYLGLYCEROL KINASE-ARE REQUIRED FOR EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION.

Santina Cutrupi, Federica Chianale , Paola Mirabelli, Gianluca Baldanzi, Nicoletta Filigheddu, Viola Gnocchi,  Andrea Graziani

Altri abstracts e posters presentati a congressi e meetings:

· FISV 2005 – Riva del Garda, 22-25 settembre 2005

-DGK REGULATES HGF-INDUCED EPITHELIAL CELL MOTILITY BY ACTING ON FOCAL COMPLEXES AND RAC1 LOCALIZATION AND ACTIVATION.

F. Chianale, S. Cutrupi, P. Porporato, G. Baldanzi, G. Brignoli, V. Gnocchi, N. Filigheddu and A. Graziani

· FISV 2005 – Riva del Garda, 22-25 settembre 2005

ROLE OF DIACYLGLYCEROL KINASE a IN EGF RECEPTOR REGULATION

G. Brignoli, G. Baldanzi, F. Chianale, P. Porporato, V. Gnocchi, N. Filigheddu, S. Cutrupi, A. Graziani.
· CNB8, 8th National Biotechnology Congress – Siena, 7-9 settembre 2005

ShRNA FOR A CONSTITUTIVE KNOCK-DOWN OF DIACYLGLYCEROL KINASE ALPHA EXPRESSION.

P. Porporato, F. Chianale, S. Cutrupi, E. Rainero, R. Taulli, G. Baldanzi, G. Brignoli, V. Gnocchi, M. Coscia, N. Filigheddu, A. Graziani.

· CNB8, 8th National Biotechnology Congress – Siena, 7-9 settembre 2005

GHRELIN ACTIVITY ON CARDIO-VASCULAR AND MUSCULAR SYSTEMS: AN IN VITRO STUDY AND IN VIVO PERSPECTIVES.

V. Gnocchi, N. Filigheddu, M. Coscia, F. Chianale, S. Cutrupi, G. Baldanzi, P. Porporato, G. Brignoli, A. Graziani.

· Riunione nazionale dottorandi ABCD 2005 -  Castelvecchio Pascoli
ShRNA FOR A CONSTITUTIVE KNOCK-DOWN OF DIACYLGLYCEROL KINASE ALPHA EXPRESSION.

P.E. Porporato, F. Chianale, S. Cutrupi, E. Rainero, R. Taulli, G. Baldanzi, G. Brignoli,

V. Gnocchi, M. Coscia, N. Filigheddu and A. Graziani..
· Riunione nazionale dottorandi ABCD 2005 - Castelvecchio Pascoli.
GHRELIN ACTIVITY ON CARDIO-VASCULAR AND MUSCULAR SYSTEMS: AN IN

VITRO STUDY AND IN VIVO PERSPECTIVES. 

V.Gnocchi, N. Filigheddu, M. Coscia, F.Chianale, S.Cutrupi, G. Baldanzi, P.Porporato, G. Brignoli and A. Graziani. 
· Riunione nazionale dottorandi ABCD 2005 - Castelvecchio Pascoli.
ROLE OF DIACYLGLYCEROL KINASE  IN EGF RECEPTOR REGULATION.
G. Brignoli, G. Baldanzi, F. Chianale, P. Porporato, V. Gnocchi, N. Filigheddu, S.
Cutrupi and A. Graziani. 
· EMBO Workshop – IRCC Candiolo (To), aprile 2005
DIACYLGLYCEROL KINASE-ALPHA REGULATES HGF-INDUCED EPITHELIAL CELL MOTILITY BY ACTING ON FOCAL COMPLEXES ASSEMBLY AND RAC1 LOCALIZATION AND ACTIVATION.

F. Chianale, S. Cutrupi, C. Deantonio, P. Porporato, G. Baldanzi, G. Brignoli, V. Gnocchi, N. Filigheddu and A. Graziani

· Localization and Activation Of Ras-like GTPases – Cirencester (UK) 2005

DIACYLGLYCEROL KINASE-ALPHA REGULATES HGF-INDUCED EPITHELIAL CELL MOTILITY BY ACTING ON FOCAL COMPLEXES ASSEMBLY AND RAC1 LOCALIZATION AND ACTIVATION.

F. Chianale, S. Cutrupi, C. Deantonio, P. Porporato, G. Baldanzi, G. Brignoli, V. Gnocchi, N. Filigheddu and A. Graziani
· ABCD 2005 - Certosa di Pontignano (Siena)

ROLE OF DIACYLGLYCEROL KINASE  IN EGF RECEPTOR REGULATION.

G. Brignoli, G. Baldanzi, F. Chianale, P. Porporato, V. Gnocchi, N. Filigheddu, S. Cutrupi and A. Graziani.

· ANBI 2004 - Villa Gualino, Torino:

DIACILGLICEROLO CINASI-( ((DGK) E FOSFATIDILINOSITOLO-4-FOSFATO 5-CINASI (PI4P-5K): PROGETTO PER LO STUDIO DI UN POSSIBILE CROSSTALK.

F. Chianale, S. Cutrupi, G. Baldanzi, P. Mirabelli, F. Maccarini, F. Pontiroli, A. Graziani.

· ANBI 2004 - Villa Gualino, Torino

STUDIO DEL COINVOLGIMENTO DI GRELINA NEL DIFFERENZIAMENTO MUSCOLARE.
V. Gnocchi, N. Filigheddu, G. Baldanzi, S. Cutrupi, F. Chianale, M. Prat e A. Graziani

· FISV 2004 - Palacongressi, Riva del Garda

DIACYLGLICEROL KINASE-ALPHA IS INVOLVED IN REGULATION OF CELL ADHESION TO EXTRACELLULAR MATRIX

F. Chianale, S. Cutrupi, G. Baldanzi, G. Brignoli, L. Moro and A. Graziani

· FISV 2004 - Palacongressi, Riva del Garda

PROTEOMIC ANALYSIS OF DIACYLGLYCEROL KINASE ASSOCIATED PROTEINS AND EFFECTORS 

Brignoli G, Baldanzi G, Cutrupi S, Chianale F, Filigheddu N, Gnocchi V, Sinigaglia F. and Graziani A.
· SIC "XLVI Congresso Nazionale della Cocietà Italiana di Cancerologia" - Pisa 2004

“DIACYLGLICEROL KINASE- ALPHA IS INVOLVED IN HGF-INDUCED INVASION OF MAMMARY CELLS”
Santina Cutrupi, Viola Gnocchi, Fortina Elisabetta, Piantanida Paola, Gianluca Baldanzi, Federica Chianale, Nicoletta Filigheddu, Nicola Surico, Andrea Graziani

· Lussemburgo, gennaio 2004

DIACYLGLYCEROL KINASE- IS A POTENTIAL TARGET FOR ANGIOGENESIS AND METASTASIS CONTROL

Gianluca Baldanzi, Stefania Mitola, Santina Cutrupi, Nicoletta Filigheddu, Federica Chianale, Federica Pontiroli, Federica Maccarini, Wim J van Blitterswijk, Fabiola Sinigaglia, Federico Bussolino, Andrea Graziani

· 1st italian RNA interference symposium - Milano, 2004

NEW TOOLS FOR DGK INHIBITION.

G. Baldanzi, S. Mitola, S. Cutrupi, N. Filigheddu, F. Chianale, V. Gnocchi, A. Graziani.

· FEBS Lecture Course on Cellular Signaling & 4th Dubrovnik Signaling Conference - Cavtat (Croatia) 2004 

HGF- AND V-SRC-INDUCED ACTIVATION of DIACYLGLICEROL KINASE ARE REQUIRED FOR EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION 

S. Cutrupi, F. Chianale , P. Mirabelli, G. Baldanzi, N. Filigheddu, V. Gnocchi, A. Graziani..

· Workshop Molecular advances in DAG signaling - Madrid (Spain) 2004

MECHANISM OF ACTIVATION AND ROLE OF ALPHA-DIACYLGLYCEROL KINASE IN HGF SIGNALING IN EPITHELIAL CELLS.
Cutrupi, Baldanzi, Chianale, Filigheddu, Gnocchi and Graziani

· BioScience2004, from molecules to organisms - Glasgow (Scozia) 2004

DIACYLGLYCEROL KINASE IS A POTENTIAL TARGET FOR ANGIOGENESIS AND METASTASIS CONTROL

Baldanzi GL., Mitola S.,  Cutrupi S., Chianale F., van Blitterswijk W, Bussolino F., Graziani A.
· EMBO workshop Lymphocyte antigen receptor and coreceptor signaling - Certosa di Pontignano, Siena 2004

-DIACYLGLYCEROL KINASE IS ACTIVATED BY SRC AND GROWTH FACTORS THROUGH TYROSINE PHOSPHORYLATION. 

Gianluca Baldanzi, Santina Cutrupi, Federica Chianale, Paola Mirabelli, Federica Pontiroli, Federica Maccarini, Andrea Graziani.
· Telethon Convention 2003 - Palazzo dei Congressi, Riva del Garda

GHRELIN AND DES-ACYL GHRELIN INDUCE DIFFERENTIATION OF C2C12 MYOBLASTS.

Filigheddu N., Gnocchi V., Cappelli M., Cutrupi S., Baldanzi G., Chianale F., Fubini A., Prat M., Graziani A.
· ABCD 2003 - Roma

GHRELIN AND DES-ACYL GHRELIN INDUCE DIFFERENTIATION OF C2C12 MYOBLASTS 

N. Filigheddu, M. Cappelli, V. Gnocchi, S. Cutrupi, G. Baldanzi, F. Chianale, A. Graziani.
· 5° Convegno FISV (2003) - Palacongressi di Rimini

GHRELIN AND DES-ACYL GHRELIN INDUCE DIFFERENTIATION OF C2C12 MYOBLASTS.

Filigheddu N., Cappelli M., Gnocchi V., Cutrupi S., Baldanzi G., Chianale F., Prat M. and Graziani A.

· 5° Convegno FISV (2003) - Palacongressi di Rimini

ACTIVATION OF DIACYLGLYCEROL KINASE ALPHA IS REQUIRED FOR VEGF-INDUCED ANGIOGENIC SIGNALING IN VITRO.

Chianale F., Baldanzi G., Mitola S., Cutrupi S., Filigheddu N., van Blitterswijk W.J., Sinigaglia F., Bussolino F. and Graziani A.

· 5° Convegno FISV (2003) - Palacongressi di Rimini

ACTIVATION OF DIACYLGYCEROL KINASE-ALPHA IS REQUIRED FOR HGF- AND V-SRC INDUCED EPITHELIAL-MESENCHIMAL TRANSITION.

Cutrupi S., Mirabelli P., Baldanzi G., Chianale F., Pedrotti R., Loggia E., Notario M., Panico-Guercia R., van Blitterswjik W.J. and Graziani A.

· 5° Convegno FISV (2003) - Palacongressi di Rimini

DIACYLGLYCEROL KINASE INTERACTION WITH SRC AND ITS PHOSPHORYLATION ON TYROSINE 335 ARE REQUIRED FOR HGF-INDUCED CELL MOTILIY.

Baldanzi G., Cutrupi S., Chianale F., Filigheddu N., van Blitterswijk W.J., Sinigaglia F. and Graziani A.

· SIB convegno annuale della sezione Ligure-Lombardo-Piemontese - Novara 2003

L'ATTIVAZIONE DI DGK È NECESSARIA PER LA MIGRAZIONE E L'INVASIONE CELLULARE INDOTTA DA HGF E V-SRC.

S. Cutrupi, G. Baldanzi, F. Chianale, N. Filigheddu, V. Gnocchi, F. Sinigaglia, A. Graziani.

· Special FEBS - Meeting on Signal Transduction - Bruxelles (Belgio) 2003.

GHRELIN AND DES-ACYL GHRELIN INDUCE DIFFERENTIATION OF C2C12 MYOBLASTS.

N. Filigheddu, M. Cappelli, V. Gnocchi, S. Cutrupi, G. Baldanzi, F. Chianale, A. Graziani.

· FASEB Skeletal muscle and satellite cells. - Tucson (Arizona) 2003

GHRELIN AND DES-ACYL GHRELIN INDUCE DIFFERENTIATION OF C2C12 MYOBLASTS.

N. Filigheddu, M. Cappelli, V. Gnocchi, S. Cutrupi, G. Baldanzi, F. Chianale, M. Prat and A. Graziani

· SIB Convegno annuale italiano - Ferrara 2003

ACTIVATION OF DIACYLGLYCEROL KINASE- IS REQUIRED FOR VEGF-INDUCED ANGIOGENIC SIGNALING IN VITRO

G. Baldanzi , S. Mitola, S. Cutrupi, N. Filigheddu, F. Chianale, W. J. van Blitterswijk, F. Sinigaglia, F.  Bussolino,  A. Graziani.

· IHUPO - Napoli 2003

PROTEOMIC ANALYSIS OF DIACYLGLYCEROL KINASE ASSOCIATED PROTEINS AND EFFECTORS 

Baldanzi GL, Cutrupi S, Chianale F, Filigheddu N., Gnocchi V, Sinigaglia F. and Graziani A.

· Società Italiana di Biochimica e Biologia Molecolare, Riunione Gruppo ABCD - Firenze 2000

GRELIN, UN PEPTIDE GASTRICO GH SECRETAGOGO, INIBISCE L’APOPTOSI DEI CARDIOMIOCITI

Santina Cutrupi, Gianluca Baldanzi, Nicoletta Filigheddu, Alberto Fubini, Daniela Malan, Federica Chianale, Fabio Broglio, Gianpiero Muccioli, Ezio Ghigo e Andrea Graziani

· European Society of Cardiology, 2000.

EXPRESSION OF INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN-3 (IGFBP-3) IN HUMAN FETAL, NEONATAL AND ADULT MYOCARDIUM FROM NORMAL, DILATED OR HYPERTROPHIC HEARTS.

A. Pucci, R. Granata, F. Broglio, S. Cutrupi, G. Baldanzi, F. Chianale, G. Botta, A. Fubini, A. Graziani, E. Ghigo.

· Endo 2000 The Endocrine Society 82nd annual meeting 

HUMAN FETAL NEONATAL AND ADULT MYOCARDIUM FROM NORMAL, DILATATED OR HYPERTROPHIC HEARTS EXPRESSES INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN-3 (IGFBP-3)

Riccarda Granata, Fabio Broglio, Santina Cutrupi, Gianluca Baldanzi, Federica Chianale, Giovanni Botta, Alberto Fubini, Andrea Graziani, Ezio Ghigo and Angela Pucci.

ELENCO SEMINARI SEGUITI NEL CORSO DEL TERZO ANNO DI DOTTORATO

02-12-2004 Dott. Bertini R. Repertaxin, un nuovo inibitore di IL-8: risultati preclinici e identificazione del meccanismo d’azione.
11-03-2005 Prof. Ruoppolo M. Proteomica dell’epitelio intestinale.
21-03-2005 Dott.ssa Asselta R. Sclerosi multipla: ricerca dei geni di suscettibilità nella popolazione finlandese.
23-03-2005 Dott.ssa Nicola S. Le cellule dendridiche, un giocatore chiave nella risposta immunitaria: quanti e quali tipi?

06-04-2005 Prof. Lopez-Roda G. Toward regulation of gene expression by chromatin modification: some biomedical model.
30-05-2005 Prof. Pescarmona G. Il dolore articolare: un problema clinico o biochimico?
01-06-2005 Prof. Amoroso A. Geni e trapianto.

17-06-2005 Prof. Poli G. La tossina della pertosse ed il suo B-oligomero: nuovi farmaci   immunostimolanti e anti-HIV?
15-07-2005 Prof Gustincich S. Molecular mechanisms of Parkinson's disease.
12-09-2005 Prof.ssa Parolini O. Caratteristiche e potenzialità delle cellule isolate dalle membrane fetali umane: amnion e corion.
13-09-2005 Prof. Ellis SR. Functions of Ribosomal Protein S19: Implications for Diamond Blackfan Anemia.
20-09-2005 Prof. Parente L. Regolazione dell'apoptosi da parte di glucocorticoidi 
ed annessina-1.

ELENCO CORSI SEGUITI DURANTE IL TERZO ANNO DI DOTTORATO
Corso di comunicazione in lingua inglese, previsto dal Dottorato di Ricerca in Medicina Molecolare.

Corso di microscopia confocale, organizzato da Leica (Castel Gandolfo, 8-10 giugno 2005)
