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1. INTRODUZIONE

Alla famiglia delle diacilglicerolo cinasi appartengono 10 isoforme di enzimi che
catalizzano la fosforilazione del diacilglicerolo (DAG) ad acido fosfatidico (PA) (1,2). Il
DAG e regolatore di numerosi enzimi attraverso il legame ai domini C1 definiti “tipici” -per
distinguerli da quelli “atipici”, caratterizzati da omologia di sequenza coi C1 “tipici” ma
incapaci di legare DAG- come ad esempio le PKC, RasGRPs (Ras Guanosine Releasing
Proteins) e chimerine (dei Rac GAP, GTPase Activating Proteins). D’altra parte, anche PA
€ un noto regolatore di proteine coinvolte nella trasduzione del segnale, sebbene non sia
stato identificato alcun dominio di legame conservato per questo secondo messaggero; fra
le proteine regolate da PA si possono ricordare mTor, Raf, PKCs atipiche, P14P-5 cinasi,
RhoGDI (Rho-family Guanine Dissociation Inhibitor) e p190 Rho-GAP (3). Da questa
semplice premessa emerge come le Dgks possano costituire gli interruttori molecolari in
grado di regolare il maniera reciproca i livelli di DAG e PA, contribuendo alla terminazione
dei segnali mediati da DAG e all'attivazione di quelli mediati da PA. Le diverse isoforme di
Dgks sono variamente espresse in tessuti e tipi cellulari differenti e la loro funzione e
specifica e non necessariamente vicariata dal presenza di un’isoforma diversa all'interno
della medesima cellula, indicando come ciascuna isoforma abbia quindi una sua
specificita d’azione, all'interno di vie differenti di trasduzione del segnale (1).

Le isoforme di Dgks a, ¢, 8 hanno un ruolo ben dimostrato nella trasduzione dei
segnali a valle di recettori di superficie (4,5). In linfociti T, Dgka e ¢, attraverso l'interazione
rispettivamente con RasGRP e PKC, up-regolano la sensibilita all’attivazione del TCR
attraverso la modulazione negativa dell'intensita e delle cinetiche di segnali mediati da DG
(6,4,7). Al contrario, i mastociti derivati da topo knock-out per Dgk{ sono caratterizzati da
una diminuita degranulazione, che correla con un’alterazione dell’attivazione di PLCy e
della risposta ai segnali di calcio, eventi entrambi dipendenti dalla produzione di PA (8).

L’attivazione di Dgka in seguito a stimolazione di recettori tirosina-cinasi (RTKs) &
stata dimostrata in diversi sistemi cellulari. In linfociti T, I'attivazione di Dgka € necessaria

per il segnale proliferativo dell'lL-2, mentre nei linfociti di pazienti malati di linfoma



anaplastico, dovuto alla traslocazione NPM-ALK che rende costitutivamente attivo Il
recettore tirosina-cinasi ALK, Dgka risulta costitutivamente attivata (9,10). In cellule
endoteliali, Dgka media i segnali chemotattici e proliferativi di HGF e VEGF, risultando
necessaria per la motilita cellulare e per I'angiogenesi (11,12). In tutti i sistemi sopra
descritti, I'attivazione di Dgka € dipendente dall’attivita cinasica delle tirosina-cinasi della
famiglia di Src, mentre i dettagli molecolari degli eventi a valle di Dgka e da questa regolati
non sono tuttora noti.

In cellule epiteliali, HGF induce migrazione, scatter e invasione, che possono
essere considerati singoli aspetti del fenomeno denominato transizione epitelio-
mesenchima (EMT). L'EMT €& un processo fisiologico caratteristico dello sviluppo
embrionale e della riparazione tissutale, che avviene in modo rigidamente controllato.
Nella EMT cellule epiteliali appartenenti ad un tessuto si dissociano da esso assumendo
caratteristiche fibroblastoidi mediante perdita della polarita basolaterale e delle giunzioni
cellula-cellula, downregolazione dei geni che codificano per molecole dell'adesione e
acquisizione di motilita (scatter); talvolta le cellule iniziano anche la produzione di matrice
extracellulare o di proteasi della matrice, per facilitare I'invasione e la motilita. Questo tipo
di processo & ugualmente caratteristico delle cellule di carcinomi epiteliali che assumono
un fenotipo invasivo (13).

La migrazione cellulare e accompagnata dal riarrangiamento del citoscheletro, che
implica ad esempio la formazione di ruffles e lamellipodi al fronte migratorio, la retrazione
della parte posteriore della cellule, la scomparsa dell’actina corticale, la continua
formazione-distruzione di fibre di stress ed il turnover delle adesioni focali. Nel modello
cellulare epiteliale delle MDCK (Madin-Darby Canine Kidney cells), HGF induce spreading
delle colonie, formazione di lamellipodi e rimodellamento dell'actina corticale,
traslocazione della Paxillina (importante proteina delle adesioni focali, che assolve alla
duplice funzione strutturale e di segnalazione) dal citosol alle adesioni focali sulle quali si
ancorano le fibre di stress (14,15); nel medesimo modello cellulare, la sovraespressione
dell’'adattatore molecolare Crk, che fisiologicamente si pone a valle della segnalazione dei
recettori tirosina-cinasi di superficie, induce di per sé la traslocazione della paxillina alle
adesioni focali, con un meccanismo dipendente dalla piccola GTPasi Rac (16). In cellule
MDCK, ed modelli epiteliali in generale, Rac viene attivato da HGF e media tutti i
cambiamenti morfologici del citoscheletro sopra elencati (17,14).

Rac e una piccola proteina G appartenente alla famiglia delle Rho GTPasi, che

riveste un ruolo fondamentale nella regolazione dei cambiamenti citoscheletrici nei



fenomeni di motilita ed adesione. In generale, tutte le piccole proteine G legano nello stato
inattivo il nucleotide difosfato GDP e, quando vengono attivate, principalmente a valle
della segnalazione di recettori di superficie, scambiano il GDP col corrispondente
nucleotide trifosfato GTP. Lo stato di legame al GTP le rende attive, ovvero in grado di
interagire coi propri effettori e di regolarne I'attivita. Infine, la loro intrinseca attivita
GTPasica porta allidrolisi di un gruppo fosfato del GTP e quindi il GTP ritorna a
trasformarsi in GDP, “spegnendo” il segnale da esse innescato. Molteplici sono i
meccanismi di regolazione di proteine chiave per i riarrangiamenti citoscheletrici quali
sono le piccole GTPasi della famiglia di Rho. GEFs (Guanosine nucleotide Exchange
Factors) e GAPs (GTPase activating factors) sono responsabili di attivare o inattivare le
piccolo GTPasi promuovendo rispettivamente il legame con il GTP o la sua idrolisi a GDP.
Un'ulteriore livello di controllo e costituito da RhoGDI (GDP Dissociation Inhibitor), che
lega nel citoplasma le piccole GTPasi nel loro stato inattivo e previene la loro attivazione
regolandone I'accesso alla membrana e quindi la possibilita di interazione con gli effettori.
L’inibizione di Dgka mediante un suo inibitore farmacologico R59949 produce un
difetto di matilita in cellule epiteliali stimolate con HGF e corrispondenti alterazioni a livello
molecolare (descritti nella relazione finale dello scorso Anno Accademico), che fortemente
correlano con un difetto di segnalazione di Rac. Questa osservazione € stata la base di
tutto il filone di esperimenti che ha come oggetto di interesse l'interazione funzionale fra
Dgka e Rac in cellule MDCK stimolate con HGF. Nella relazione finale dello scorso AA,
avevo gia evidenziato come il trattamento con R59949 portasse ad un difetto di attivazione

e di traslocazione di Rac in seguito a trattamento con HGF.

Piano sperimentale:

In questo anno, ho perfezionato i risultati precedentemente ottenuti mediante la
generazione di linee cellulari stabilmente esprimenti un mutante cataliticamente inattivo di
Dgka, che funziona da dominante negativo. Inoltre, ho messo a punto un semplice
sistema sperimentale per verificare che e proprio lI'acido fosfatidico prodotto da Dgka il
segnale mancante nelle cellule in cui Dgka e inibita e che, di conseguenza, non
rispondono agli stimoli motogenici di HGF. Infine, ho iniziato I'esplorazione dei possibili

meccanismi con i quali Dgka potrebbe regolare I'attivita di Rac.



2. RISULTATI E COMMENTO

L’attivita di Dgk a e necessaria per I'attivazione di Rac indottada H GF

L’attivita di Rac e cruciale per il movimento cellulare. HGF induce una precoce
rapida e transiente attivazione di Rac, dipendente da Pl 3-kinase, e lattivita di Rac e
necessaria per la formazione dei lamellipodi, per lo spreading e la dissociazione di colonie
epiteliali di MDCK indotte da HGF (18,19) .

Cellule MDCKpincos (infettate col vettore vuoto) e MDCKpincos/Dgka-KD sono
state stimolate con 100 ng/ml di HGF per 15'. La frazione di Rac attivo, legato al GTP, e
stata purificata mediante pull-down con la proteina di fusione costituita dal dominio di PAK
che lega RacGTP fuso con GST. Come evidenziato in figura 1 , HGF induce attivazione di
Rac solo in cellule MDCKpincos, mentre non si rileva presenza di RacGTP in cellule
MDCKpincos/Dgka-KD.

Poiché la maggior parte dei GEFs di Rac sono attivati dal prodotto di Pl 3-K (20) ,ho
verificato se I'assenza di attivita Dgka potesse influire sulla via di segnalazione a valle di
Pl 3-K: la persistenza di fosforilazione di Akt, noto e importante effettore di Pl 3-K, anche
in cellule MDCKpincos/Dgka-KD stimolate con HGF, indica che la regolazione esercitata

da Dgka su Rac € indipendente da PI 3-K.

L’attivita di Dgk a & necessaria per la traslocazione di Rac alla memb rana
plasmatica indotta da HGF.

HGF induce in cellule MDCK la traslocazione di Rac alla membrana in
corrispondenza dei ruffles alle estremita dei lamellipodi (12). Per le piccole proteine G
della famiglia di Rho e quindi anche per Rac, € fondamentale una corretta localizzazione
subcellulare al fine realizzare un’interazione “produttiva” fra le forme attive, legate al GTP,
e gli effettori. Esperimenti di FRET hanno dimostrato come la forma attiva di Rac sia
localizzata al leading edge di cellule epiteliali migranti (21). E’ stato dimostrato inoltre che
per una corretta localizzazione di Rac alla membrana cellulare € necessario una segnale

integrinico che si concretizza con la formazione di lipid raft (22).



Ho osservato al microscopio confocale la localizzazione di Rac in seguito a
stimolazione con HGF di cellule MDCKpincos e pincos/Dgka-KD. Ho contato la
percentuale di cellule infettate (esprimenti GFP) posizionate a bordo colonia che
mostrassero un chiaro staining di Rac alla membrana esterna. In cellule infettate col
vettore vuoto il trattamento con HGF induce un incremento di tale percentuale da circa
20% a circa il 60%. Al contrario, in cellule MDCKpincos/Dgka-KD, la percentuale di cellule
infettate a bordo colonia che presenta Rac alla membrana esterna si attesta intorno al

20% sia in cellule controllo sia stimolate con HGF (figura 2).

L’acido fosfatidico € un segnale determinante nella segnalazione motogenica
indotta da HGF

Recenti dati di letteratura dimostrano che la PLD, producendo acido fosfatidico a
partire da fosfatidilcolina, media motilita in cellule epiteliali attraverso una transattivazione
del recettore del’lEGF (23). Questo dato ci ha spinti a provare se ripristinando il segnale
che viene a mancare quando Dgka € inibita, ovvero se la semplice aggiunta di PA potesse
operare un “rescue” del fenotipo motile difettivo di cellule MDCKpincos/Dgka-KD rispetto a
MDCKQpincos.

L’aggiunta di HGF alla concentrazione di 20 ng/ml per una notte induce scatter delle
colonie epiteliali di cellule MDCKpincos, che si disassemblano completamente, mentre
non e in grado di far allontanare fra di loro cellule MDCKpincos/Dgka-KD, sebbene queste
di stacchino le une dalle altre e quanto meno diano inizio ad un cambiamento morfologico
verso un fenotipo fibroblastoide. Di per sé, I'aggiunta di PA 150 uM (me ¢ efficace fino a
circa 50 uM) induce scatter sia in cellule MDCK infettate col vettore vuoto, sia con Il
mutante dominante negativo di Dgka e ripristina lo scatter dipendente da HGF in cellule
MDCKpincos/Dgka-KD (figura 3).

Questo esperimento presenta evidenti “grossolanita”, dovute principalmente al fatto
che la produzione di PA da parte di Dgka in risposta ad HGF sicuramente e
fisiologicamente strettamente localizzata, presumibilmente al leading edge dove vediamo
traslocare Dgka stessa. Al contrario, nell’esperimento descritto, I'aggiunta di PA al mezzo
di coltura “investe” in modo del tutto casuale e globale tutta la colonia. Rileviamo
comungue che l'effetto risulta specifico, in quanto né LPA né DAG, di cui PA e precursore,
sono in grado di indurre scatter di MDCK (23). Questo dato, inoltre, suggerisce che la sola
presenza di una forma costitutivamente attiva di Dgka sarebbe in grado di generare

movimento cellulare. Oltre che in questa direzione, stiamo anche pianificando di provare



ad utilizzare concentrazioni sub-ottimali di PA, non in grado di per sé di indurre scatter, in
modo da verificare se, anche a basse concentrazioni, il PA aggiunto sia in grado di
ripristinare il segnale motogenico di HGF in cellule difettive per attivita di Dgka. In questo
caso, la segnalazione innescata da HGF che passa per Dgka si configurerebbe come una

via necessaria, ma non di per sé sufficiente al movimento cellulare.

Dgka e Rac formano un complesso costitutivo

Le osservazioni effettuate in microscopia confocale sulla localizzazione di Dgka e
Rac in cellule MDCK stimolate o0 meno con HGF indicano che entrambe queste proteine
hanno una localizzazione prevalentemente citoplasmatica in cellule non stimolate, mentre
traslocano alla membrana plasmatica in corrispondenza del leading edge in seguito a
stimolazione con fattori motogenici. L’evidente interrelazione funzionale rilevata fra di
esse fa supporre che in qualche modo Dgka controlli I'attivita di Rac.

Numerose evidenze indicano che diverse isoforme di Dgks sono coinvolte nella
regolazione di piccole GTPasi. Ad esempio, Dgk{ e Dgki regolano negativamente
rispettivamente Ras e Rap attraverso la conversione in PA del DAG, che attiverebbe lo
scambiatore RasGRP (GDP-Releasing Protein), con il quale formano un complesso
molecolare (24,25). Concordemente, I'espressione di un mutante dominante negativo di
Dgka in cellule T rafforza il segnale di RasGRP (26,27). Dgke in mammiferi e Dgk-1 in
C.elegans legano direttamente Rho nella sua forma attiva e ne sono inibite (28,29). Dgky e
¢ associano con Rac indipendentemente dal suo stato di attivazione (30,31), regolandolo
apparentemente in maniera opposta. In cellule di neuroblastoma, Dgk( lega Rac mediante
la sua regione contenente i domini C1 atipici, colocalizza con Rac al leading edge e
formazione di neuriti indotta da Dgk( risulta essere dipendente da Rac (31). In fibroblasti,
una forma costitutivamente attiva di Dgky mantiene Rac in una configurazione inattiva,
bloccando il ruffling indotto da PDGF. Al contrario, l'inibizione di Dgky mediante R59949 o
espressione di un mutante dominante negativo sarebbe sufficiente a generare ruffling,
fenomeno dipendente da Rac (30). In questo modello, Dgka si comporta in modo del tutto
diverso dall’isforma vy, risultando incapace di generare cambiamenti morfologici e del
citoscheletro di actina e indicando come i modelli cellulari di fibroblasti e cellule epiteliali
possano essere radicalmente diversi.

Data l'interazione funzionale fra Dgka e Rac, ho voluto verificare se le due proteine

interagissero fra loro anche fisicamente. Myc-Dgka é stata trasfettata transientemente in



cellule 293T ed immunoprecipitata. Negli immunoprecipitati anti-Myc, sia in cellule
stimolate, sia in cellule controllo, € identificabile la proteina Rac endogena, indicando che

fisiologicamente Dgka e Rac interagiscono (figura 4 ).

La ricerca del meccanismo molecolare attraverso il quale Dgka regola la funzione di
Rac nel movimento cellulare rappresenta il logico orizzonte di sviluppo del piano
sperimentale.

Alcune ipotesi andranno sicuramente verificate:

- il complesso Rac-RhoGDI, in vitro, si dissocia in presenza di PA (32).
Dgka potrebbe produrre quel fattore lipidico che serve per permettere il distacco di
Rac da RhoGDI, premessa fondamentale per la sua attivazione e traslocazione alla
membrana.

- Le beta-chimerine sono GAPs attivati da DAG, che le recluta in
membrana nei siti dove esercitano la loro funzione (33). Dgka potrebbe
rappresentare il nodo di una via “permissiva’ che consuma DAG e “allontana”
guesti regolatori negativi di Rac.

- Dgka potrebbe, attraverso un meccanismo molecolare ancora ignoto,

regolare l'attivita o la localizzazione di qualche GEF.

Legende delle figure:

Figura 1:

(a) Cellule MDCK sono state mantenute in terreno privo di siero per una notte,
trattate con HGF 100 ng/ml per 15’ in presenza o in assenza di R59949 1 uM e lisate.
RacGTP e stato purificato mediante pull-down con GST-PAK CRIB domain. In seguito ad
analisi densitomentrica delle bande separate mediante SDS-PAGE ed evidenziate con
anticorpo anti-Rac, sono stati calcolati i rapporti RacGTP/Rac totale. L’attivazione e
espressa come percentuale di attivazione rispetto a cellule trattate con HGF. Gili
istogrammi sono rappresentativi di 3 esperimenti; le barre rappresentano gli errori
standard; p < 0,05.



(b) MDCKpincos e pincos/Dgka-KD, mantenute una notte in terreno privo di siero,
sono state trattate con 100 ng/ml di HGF per 15’ e la purificazione di RacGTP e avvenuta

mediante pull-down come descritto sopra.

Figura 2:

(a) MDCKpincos e pincos/Dgka-KD sono state mantenute una notte in terreno privo
di siero e quindi trattate per 15 con HGF 10 ng/ml. E’ stata calcolata la percentuale di
cellule a bordo colonia, infettate, che presentano Rac alla membrana plasmatica esterna.
Media di 3 esperimenti con errori standard; p < 0,05.

(b) Immunofluorescenza anti-Rac (rosso) nei pannelli A,D,G,J. Pannelli B,E,H,K:
cellule infettate (GFP). Le frecce spesse indicano la presenza di Rac alla membrana
plasmatica in cellule infettate con il vettore pincos vuoto; le frecce sottili indicano la
presenza di Rac alla membrana plasmatica di cellule non infettate. Scala = 20 um. Sono

mostrati campi rappresentativi.

Figura 3:
Cellule MDCKpincos e pincos/Dgka-KD sono state trattate per 24 ore come indicato
(HGF 20 ng/ml, LPA 300 uM, PA 150 uM) e quindi fotografate attraverso obiettivo 20x.

Figura 4:

Cellule 293T sono state trasfettate con Myc-Dgka-WT. Dopo una notte in terreno
privo di siero sono state stimolate con 100 ng/ml di HGF per i tempi indicati.
Immunoprecipitati anti-Myc sono stati risolti mediante SDS-PAGE e decorati con anti-Myc

e anti-Rac.



4. MATERIALI E METODI

Colture cellulari e trasfezione

Cellule MDCK (Madin-Darby Canine Kidney epithelial cells) e 293T sono state
coltivate in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). | 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 in cellule 293T sono state eseguite con il metodo del calcio-
fosfato utilizzando il kit Invitrogen, secondo le indicazioni della casa produttrice.

Le linee stabilmente esprimenti in vettore retrovirale vuoto pincos o il mutante
cataliticamente intattivo di Dgka (Gs34D) (REF EMBO) sono state ottenute mediante
infezione. Cellule packaging GP2-293 (Clonetech) sono state trasfettate transientemente
mediante Lipofectamine2000 Reagent (Invitrogen) con il vettore-envelope pVSV-G
(Clonetech) e pincos o pincos/Dgka-KD in Opti-Mem (Invitrogen). Il giorno successivo |l
mezzo di coltura & stato cambiato con DMEM al 10% FBS. A 48 ore dall'infezione, il
sopranatante contenente i virioni & stato raccolto, centrifugato a 1500g, filtrato con un filtro
con pori da 45 um e addizionato con Polybrene 8 pug/ml. Cellule MDCK piastrate su piastre
da 6 pozzetti sono state infettate mediante addizione di 2 ml di sopranatante e 1 ml di
terreno di coltura. Il giorno successivo a questa prima infezione, le cellule sono state re-
infettate come descritto precedentemente. 16 ore dopo, le cellule sono state coltivate e
mantenute in normale terreno di crescita. L’efficienza di infezione é stata stimata essere
dell’80% attraverso analisi al FACS e/o osservazione e conta al microscopio delle cellule

esprimenti GFP.

Reagenti:
rhHGF (Peprotech), disciolto in PBS 1% ad una concentrazione finale di 1ng/ul, €
stato utilizzato, come indicato di volta in volta, alle concentrazioni e tempi indicati, in

terreno privo di siero dove non altrimenti specificato.



Cs-PA (Avanti Polar Lipids) e oleyl-LPA (Sigma) sono stati risospesi come indicato
dai rispettivi data-sheets. Il giorno di utilizzo, sono stati essiccati in atmosfera di azoto e
risospesi mediante sonicazione in una miscela di 25 mM HEPES, 4 mM EGTA in PBS,
filtrata.

Anti-Racl e anti-Myc clone 9E10 da Upstate. Anti-P-AKT da Biosource. Anti-AKT
da Cell Signaling. Anti-tubulina da Sigma.

Anticorpi secondari coniugati TRITC da DAKO, coniugati HRP da NEN.

RacGTP pull-down assay:
Rac attivo € stato rilevato mediante pull-down da lisati cellulari con la forma fusa a

GST del dominio CRIB di PAK, effettore di Rac, come descritto nelle precedenti relazioni.

Microscopia confocale:
Eseguite come descritto nelle relazioni precedenti, con lo strumento Leica TCS SP2

e relativo Leica Confocal Software.

Microscopia a fluorescenza

Microscopio Zeiss HBO 50/AC, software Image-Pro Plus 5.1.

Scatter:

Cellule MDCKpincos e pincos/Dgka-KD sono state piastrate alla concentrazione di
1000 cellule per pozzetto in piastre da 96 pozzetti. Lo scatter € stato indotto con un
trattamento overnight in terreno al 10% FBS, in presenza degli stimoli indicati. Le cellule
sono state quindi osservate al microscopio a fluorescenza e in campo chiaro con un

obiettivo 20x e fotografate. Sono mostrati campi rappresentativi.

Immunoprecipitazioni anti-Myc-Dgk  a:
Le cellule 293T trasfettate, 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, ZnCl, 1mM, NaF 50mM, glicerolo 10%) addizionato a fresco con
NazVO, 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. Immunoprecipitati e lisati totali sono stati separati
mediante SDS-PAGE con gel al 12%.
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