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INTRODUZIONE

L’interazione dei fattori di crescita con i recettori di membrana dotati di attivita tirosina
chinasica (RTKs) determina la trasduzione di segnali intracellulari coinvolti nella
regolazione della proliferazione, del differenziamento e della sopravvivenza cellulare.

L’intensita, la durata e la specificita delle risposte mediate dai RTKs sono finemente
modulate da differenti meccanismi di regolazione negativa. L'esito della segnalazione
negativa & I'attenuazione transitoria o definitiva della trasmissione del segnale. Molteplici
evidenze sperimentali indicano che la capacita dei RTKs di evadere i meccanismi di
regolazione negativa determina uno stato di prolungata stimolazione cellulare,
frequentemente associato allo sviluppo di patologie neoplastiche (Bache et al., 2004; Dikic
& Giordano, 2003). L’attivazione deregolata dei RTKs & stata documentata in diversi tipi di
tumori umani (Blume-Jdensen & Hunter, 2001) ed & frequentemente correlata ad una
scarsa risposta alle terapie convenzionali (Bennasroune et al., 2004; Lamorte & Park,
2001), sottolineando l'importanza dei RTKs come bersagli molecolari nella terapia
anticancro.

Il principale meccanismo di regolazione negativa & rappresentato dalla down-
regulation indotta da ligando, che prevede la rimozione dei recettori attivati dalla
membrana e il loro indirizzamento ai compartimenti degradativi. L’endocitosi dei complessi
ligando-recettore e la loro successiva degradazione sono processi regolati
dall'ubiquitinazione dei recettori attivati, mediata da specifiche proteine con attivita di
ubiquitina ligasi. Il prodotto del proto-oncogene c-Cbl & un regolatore negativo di molti
RTKs, rappresentando un componente critico del complesso responsabile
dell’'ubiquitinazione (Thien & Langdon, 2001). c-Cbl & un adattatore molecolare che agisce
come ubiquitina ligasi, in grado di riconoscere residui di tirosina fosforilati presenti su
RTKs attivati e di reclutare, attraverso un motivo RING finger, specifici enzimi coniuganti
'ubiquitina (Joazeiro et al., 1999). Osservazioni sperimentali hanno dimostrato che
alterazioni molecolari in grado di interferire con l'ubiquitinazione e la down-regulation dei
RTKs sono implicate nella patogenesi del cancro. Alcuni esempi riguardano il recettore
del’HGF (Hepatocyte Growth Factor), dellEGF (Epidermal Growth Factor), del PDGF
(Platelet Growth Factor) e il recettore c-Kit (Peschard & Park, 2003).

La down-regulation degli RTKs puo essere indotta anche da meccanismi indipendenti
dalla stimolazione recettoriale. E' stata dimostrata I'esistenza di processi degradativi

regolati dall’'ubiquitinazione anche in assenza di ligando, che intervengono ad esempio nel



controllo dellomeostasi recettoriale o nella degradazione di recettori recanti mutazioni
associate a modificazioni strutturali.

Evidenze sperimentali indicano che tali processi possono essere, almeno
parzialmente, indipendenti da c-Cbl e coinvolgono enzimi ad attivita ubiquitina ligasica
caratterizzati da motivi strutturali differenti, come I'ubiquitina ligasi CHIP (C-terminal Hsc70
interating protein). CHIP presenta all’ N-terminale un dominio TPR attraverso il quale
interagisce con la proteina chaperone Hsp90 (Heat Shock Protein 90) e al C-terminale un
dominio U-box, essenziale per svolgere la sua attivita di ubiquitina ligasi (Ballinger et al.,
1999).
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E stato dimostrato che CHIP & in grado di modulare negativamente I'attivita di
chaperone di Hsp90, una proteina coinvolta nella regolazione della maturazione e
dell’integrita strutturale di importanti mediatori della trasduzione del segnale (Wegele et al.,
2004). Tra le proteine clienti di Hsp90 vi sono recettori tirosina ad attivita tirosina chinasica
(HER-2/neu, EGFR, Met, IGF-1R), regolatori del ciclo cellulare (cdk4, cdk6), recettori
intracellulare per gli ormoni steroidei e proteine mutate coinvolte nella trasduzione del
segnale (p53, v-src, Ber-Abl, Kit). L'interazione dell’'ubiquitina ligasi CHIP con i complessi
tra Hsp90 e le proteine clienti promuove [l'ubiquitinazione di queste ultime e la loro
degradazione proteasomale (Connell et al., 2001; Scheufler et al., 2000; Xu et al., 2002).

E’ stato caratterizzato il ruolo di CHIP nella down-regulation del recettore dei
glucocorticoidi (Connell et al., 2001), della proteina CFTR implicata nella fibrosi cistica
(Meacham et al., 2001) e del recettore tirosina chinasi ErbB2 (Zhou et al., 2003).
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E’ stato dimostrato inoltre che inibitori specifici dell’ attivita ATPasica di Hsp90 come
geldanamycin (GA) o i suoi derivati di sintesi, sono in grado di indurre la degradazione
delle proteine clienti associate promuovendo il reclutamento a livello dei complessi di
proteine ubiquitina ligasi tra cui CHIP (Goetz et al., 2003; Stebbins et al., 1997).

Evidenze sperimentali suggeriscono che l'ubiquitinazione mediata da CHIP possa
essere coinvolta nella down-requlation di forme recettoriali recanti alterazioni
conformazionali o mutazioni in grado di evadere i meccanismi di regolazione negativa

innescati dall’interazione con il ligando (Shimamura et al., 2005).
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Il prodotto del proto-oncogene RON & un RTK, identificato come il recettore di

Macrophage Stimulating Protein (MSP) appartenente alla famiglia del recettore
del’Hepatocyte Gowth Factor (HGF). In seguito ad attivazione indotta da ligando Ron
promuove proliferazione cellulare, motilita, invasivita e morfogenesi su bersagli cellulari di
diversa origine.

Il potenziale oncogenico di Ron & evocato da mutazioni puntiformi nel dominio
chinasico (Santoro et al., 1998), mentre la sua espressione deregolata pud giocare un
ruolo critico nello sviluppo e nella progressione tumorale. E' stata documentata
l'iperespressione di Ron, con conseguente attivazione costitutiva della chinasi, in
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carcinomi mammari (Maggiora et al., 1998), in tumori polmonari non a piccole cellule
(Willett et al., 1998) e in adenocarcinomi colon-rettali (Zhou et al., 2003). Osservazioni
sperimentali hanno dimostrato che il silenziamento genico di Ron € in grado di contrastare
le proprieta tumorigeniche in vivo di cellule di adenocarcinoma colon-rettale (Xu et al.,
2004). Recentemente e stata dimostrata una correlazione tra I'espressione di Ron e il
grado istologico, la dimensione e lo stadio di tumori della vescica (Cheng et al., 2005).
L’espressione aberrante di Ron é inoltre frequentemente associata alla presenza di
varianti di splicing con proprieta oncogeniche (Wang et al., 2003).

Studi condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che il recettore attivato € in
grado di reclutare I'ubiquitina ligasi c-Cbl, che interagisce in maniera diretta con le tirosine
recettoriali Y7 e Y™ framite il suo dominio PTB o in maniera indiretta, mediata
dalladattatore Grb2, promuovendo ['ubiquitinazione del recettore attivato e la sua
degradazione (Penengo et al., 2003).

Recentemente abbiamo dimostrato I'esistenza di un meccanismo di down-regulation
indipendente da ligando coinvolto nella regolazione del turnover recettoriale e mediato
dall’'ubiquitina ligasi CHIP, che interagisce in maniera indiretta con il recettore attraverso le
proteine chaperone Hsc70 (Heat Shock Cognate 70) e Hsp90 (Germano et al., 2006).
CHIP ¢é coinvolta anche nella regolazione negativa della variante oncogenica
costitutivamente attiva recante la sostituzione M1254T nel dominio chinasico che, a
differenza della forma normale, € in grado di evadere la down-regulation indotta da
ligando. Il meccanismo degradativo mediato dall’'ubiquitina ligasi CHIP & fortemente
indotto da inibitori specifici di Hsp90 come geladanamycin e pud rappresentare una
strategia terapeutica importante per contrastare I'attivita deregolata di Ron.

Parallelamente ai sistemi di controllo post-traduzionale della stabilita proteica sono
stati recentemente scoperti meccanismi di regolazione negativa post-trascrizionale mediati
dai microRNA (miRNA), una classe di piccoli RNA non codificanti.

I miRNA, originariamente identificanti nel nematode C. elegans (Lee et al., 1993),
sono altamente conservati negli organismi eucarioti € sono coinvolti nel controllo post-
trascrizionale dell’espressione genica. Sono generati come trascritti primari di 100-1000
nucleotidi dall’enzima RNA polimerasi Il, caratterizzati da un dominio funzionale con una
struttura a forcina. Il successivo processamento di questa regione funzionale da parte
delle ribonucleasi Il Drosha e Dicer genera il miRNA maturo, una molecola di RNA a
doppia elica lunga 22 nucleotidi. Il miRNA maturo, successivamente incorporato all'interno

del complesso ribonucleoproteico RISC (RNA-Induced Silencing Complex), dirige il
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Sebbene non siano ancora completamente noti i meccanismi che regolano |l
silenziamento genico mediato dai miRNA, e stato ipotizzato che possano essere
influenzate la stabilita, la compartimentalizzazione e/o la traduzione in proteina degli
mRNA complementari (Lim et al., 2005; Liu et al., 2005; Olsen & Ambros, 1999).

I 326 miRNA noti nelluomo (miRNA database: http://www.sanger.ac.uk), si stima
possano intervenire nella regolazione dell’espressione del 30% dei geni (Lewis et al.,
2005). La natura regolatoria dei miRNA ed il numero sempre crescente di nuovi miRNA
identificati suggeriscono il loro coinvolgimento nel controllo di processi biologici
fondamentali, quali la proliferazione e la sopravvivenza cellulare, il differenziamento e la
morfogenesi (Harfe, 2005; Miska, 2005).

Algoritmi previsionali indicano che un determinato miRNA la capacita di regolare
contemporaneamente centinaia di trascritti diversi, poiché il silenziamento del’mRNA
bersaglio non richiede una complementarita esatta con la sequenza del miRNA maturo.
Analogamente, un singolo mRNA puo essere regolato in modo cooperativo da molteplici
miRNA (Krek et al., 2005; Lewis et al., 2005).
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Il profilo d’espressione dei miRNA ¢é strettamente correlato al profilo trascrizionale di
un tessuto ed é stato suggerito che un’espressione aberrante dei miRNA possa avere un
ruolo nella patogenesi di alcune malattie umane (Alvarez-Garcia & Miska, 2005).
Osservazioni sperimentali recenti hanno dimostrato in diversi tumori umani un’espressione
deregolata dei miRNA, con frequente riduzione del livello di espressione nel tessuto
tumorale rispetto alla controparte normale (Lu et al., 2005). Una ridotta espressione dei
miR-143 e -145 é stata documentata in casi di neoplasia colon-rettale (Michael et al.,
2003) e in tumori polmonari bassi livelli di let-7 correlano con una prognosi scarsa
(Takamizawa et al., 2004). Per alcuni miRNA ¢ stata inoltre documentata la localizzazione
in regioni genomiche frequentemente delete nei tumori umani. In particolare, & stato
dimostrato per il cluster mir-15a-16 la localizzazione a livello del cromosoma 13q14, una
regione cromosomica deleta in alcune patologie neoplastiche quali leucemia cronica
linfocitica (CLL), mieloma multiplo e tumori della prostata (Calin et al., 2004). Alcuni loci
per miRNA sono stati al contrario mappati a livello regioni cromosomiche soggette ad
amplificazioni, suggerendo una correlazione tra le proprieta oncogeniche dei miRNA e lo
sviluppo di patologie neoplastiche. L’esempio meglio caratterizzato & rappresentato dal
cluster mir-17-92 localizzato nell’amplicone 13931, per cui & stato dimostrato il ruolo
causale nello sviluppo tumorale in un modello murino di linfoma (He et al., 2005).

I miRNA “oncogenici” o “onco-soppressori” giocano quindi un ruolo cruciale nella
patogenesi del cancro e rappresentano nuovi bersagli molecolari con importanti

potenzialita terapeutiche.



SCOPO DEL LAVORO

Il lavoro sperimentale in questo anno di dottorato & stato orientato allo studio dei
meccanismi che controllano I'espressione del recettore tirosina chinasi Ron, a livello post-
traduzionale e post-trascrizionale.

Sono stati inizialmente caratterizzati i processi degradativi coinvolti nella down-
regulation indotta da ligando e nella regolazione dellomeostasi recettoriale, mediati
dall'interazione del recettore con differenti enzimi ad attivita ubiquitina ligasica.

Sulla base dei risultati ottenuti nel corso degli anni precedenti & stato approfondito lo
studio dei meccanismi coinvolti nell’endocitosi del recettore attivato e nel suo smistamento
ai compartimenti degradativi in risposta al ligando.

E’ stato inoltre caratterizzato il ruolo dell’ubiquitina ligasi CHIP nella regolazione del
turnover del recettore normale e della forma oncogenica Ron"'%*" e nella degradazione
recettoriale indotta da inibitori specifici di Hsp90 (geldanamycin, 17-AAG).

La seconda parte del lavoro sperimentale € stata indirizzata allo studio della
regolazione post-trascrizionale dell’espressione di Ron da parte di microRNA e alla
valutazione di eventuali variazioni del profilo di espressione dei microRNA indotte

dall’attivazione ligando-dipendente o costitutiva del recettore.

RISULTATI

1. Meccanismi di down-regulation indotti da ligando

La poliubiquitinazione e I'endocitosi dinamina-dipendente sono necessarie per la
degradazione di Ron

Nel lavoro sperimentale svolto negli anni precedenti abbiamo dimostrato che il recettore
Ron in risposta al ligando interagisce con l'ubiquitina ligasi c-Cbl che ne media la
poliubiquitinazione, ossia la coniugazione con catene composte da quattro o pit monomeri
di ubiquitina. Dati di letteratura hanno dimostrato che l'ubiquitinazione interviene nella
regolazione dell'internalizzazione dei recettori attivati e nello smistamento ai compartimenti
degradativi. Per verificare se la poliubiquitinazione fosse coinvolta nella degradazione del
recettore attivato abbiamo utilizzato un mutante dell’'ubiquitina in cui tutti i residui di lisina

sono stati sostituiti ad arginina (Ub-KO) che quindi non € in grado di formare catene di
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poliubiquitina. In seguito all'iperespressione di questo mutante abbiamo osservato un
blocco della down-regulation indotta da MSP, riscontrabile invece nelle cellule esprimenti
la forma nativa dell’'ubiquitina (fig. 1A). Questo dato dimostra che la poliubiquitinazione
recettoriale & necessaria per la degradazione indotta da ligando.

Abbiamo successivamente verificato se il processo di degradazione regolato dalla
poliubiquitinazione implicasse meccanismi di endocitosi. Dati di letteratura hanno
dimostrato il coinvolgimento della dinamina nella regolazione dell’endocitosi mediata da
vescicole di clatrina o.dalle caveolae. Sulla base di queste osservazioni abbiamo
analizzato la degradazione di Ron indotta da ligando in cellule esprimenti una forma
mutata della dinamina (dinamina K44A) sotto il controllo di un promotore tet-off. In
condizioni di assenza dell’antibiotico tetraciclina questo mutante viene espresso ad alti
livelli e agisce come dominante negativo. In queste condizioni la degradazione indotta da
MSP viene & stata abrogata, mentre come atteso & stata osservata in cellule trattate con
tetraciclina (fig. 1B). | risultati ottenuti dimostrano che & necessaria la corretta funzione dei
meccanismi di endocitosi dinamina-dipendenti per indirizzare il recettore ai compartimenti

degradativi.

La degradazione di Ron coinvolge meccanismi di endocitosi regolati dalla
caveolina-1

Al fine di identificare i meccanismi di endocitosi coinvolti nella degradazione di Ron
abbiamo utilizzato dei vettori plasmidici per ottenere il silenziamento genico della clatrina o
della caveolina-1. Come si puo osservare in figura 2A, la stimolazione con MSP ha indotto
una diminuzione dei livelli proteici di Ron anche in cellule in cui 'espressione della clatrina
e stata marcatamente ridotta. Al contrario, il silenziamento genico della caveolina-1 ha
considerevolmente ridotto la degradazione del recettore indotta da ligando (fig. 2B).

Questi dati suggeriscono che la down-regulation di Ron indotta da ligando prevede
l'internalizzazione caveolae-dipendente del recettore, mentre non coinvolge la formazione
di vescicole di clatrina. Inoltre, in cellule non stimolate con MSP, abbiamo osservato una
riduzione del livelli recettoriali in seguito al silenziamento della caveolina-1 (fig. 2B). Anche
se tale osservazione richiede ulteriori conferme attraverso studi di stabilita del recettore,
suggerisce il coinvolgimento delle caveolae anche nella regolazione del turnover del

recettore.



2. Meccanismi di down-regulation regolati dall’ubiquitina ligasi CHIP

CHIP media I'ubiquitinazione c-Cbl indipendente del mutante oncogenico Ron"'?>4"

Abbiamo dimostrato precedentemente che il mutante oncogenico costitutivamente attivo
Ron"'?*T non associa I'ubiquitina ligasi c-Cbl ed & in grado di evadere la degradazione
indotta da ligando. Questo mutante presenta tuttavia un’ubiquitinazione basale (fig. 3A) ed
un’associazione marcata con la proteina chaperone Hsp90 e con l'ubiquitina ligasi CHIP.
Sulla base di queste osservazioni abbiamo inteso verificare se l'attivita ubiquitina ligasica
di CHIP potesse essere responsabile dellubiquitinazione ligando indipendente di
Ron"2%T A tale scopo & stato analizzato il livello di ubiquitinazione del recettore Ron“'2>*T
in condizioni di over-espressione di un mutante di delezione di CHIP privo del dominio
Ubox necessario per lattivita enzimatica della proteina (CHIP-AUbox). In presenza di
questo mutante che, mantenendo la capacita di interagire con il recettore agisce come
dominante negativo, abbiamo osservato wuna riduzione marcata del livello di

ubiquitinazione di Ron“'2%T

rispetto al livello basale (fig. 3B). | dati ottenuti dimostrano che
CHIP ¢é un’ubiquitina ligasi attiva sulla forma oncogenica di Ron che non & soggetta ai

meccanismi di regolazione negativa mediati dall’'ubiquitina ligasi c-Cbl.

CHIP regola il turnover di Ron e del mutante oncogenico Ron™'?**"

Dati di letteratura hanno dimostrato il coinvolgimento dell’'ubiquitina ligasi CHIP nella
regolazione del turnover di alcune proteine “clienti” di Hsp90 (Connell et al., 2001; Zhou et
al., 2003). Nel lavoro sperimentale svolto durante il precedente anno di dottorato abbiamo
dimostrato la presenza di Ron in un complesso multi-proteico contenente le proteine
chaperone Hsp90 e Hsc70 e l‘'ubiquitina ligasi CHIP. Sulla base di questi risultati abbiamo
inteso verificare se CHIP fosse coinvolta nella regolazione del turnover di Ron. A tal fine
e stato effettuato un esperimento di silenziamento genico, trasfettando cellule COS-7 con
un vettore plasmidico codificante un siRNA (short interfering RNA) diretto contro il
trascritto di CHIP o un siRNA di controllo. In presenza del siRNA di controllo, il
trattamento prolungato con l'inibitore della sintesi proteica cicloesimide ha determinato una
diminuzione del livello di espressione di Ron e, in modo pit marcato, del mutante Ron"'2%4T
(Fig. 4). Al contrario, in seguito al silenziamento genico di CHIP non abbiamo rilevato
alcuna diminuzione apprezzabile della quantita di recettore dopo trattamento con

cicloesimide, dimostrando che [lattivita ubiquitina ligasica di CHIP & essenziale nella
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regolazione del turnover di Ron. La debole riduzione del livello di espressione di Ron"'%T

riscontrabile in presenza del siRNA di CHIP & verosimilmente imputabile al turnover
accelerato che caratterizza questo mutante oncogenico e al non completo silenziamento

genico dell’'ubiquitina ligasi.

Inibitori di Hsp90 inducono la degradazione di Ron

In precedenza abbiamo dimostrato il coinvolgimento dell’ubiquitina ligasi CHIP nella
degradazione di Ron indotta dall'inibitore di Hsp90 geldanamycin in fibroblasti murini
esprimenti Ron ricombinante (3T3-Ron). Per confermare la sensibilita di Ron all’inibitore in
un sistema cellulare esprimente il recettore in modo endogeno, €& stato allestita una
cinetica di degradazione in cellule di carcinoma del pancreas FG2. Il trattamento
prolungato con geldanamycin ha indotto in cellule FG2 una diminuzione del livello di
espressione di Ron paragonabile a quella osservata in cellule 3T3-Ron (fig. 5A).

Studi in vitro e in xenotrapianti murini hanno attribuito all'inibitore geldanamycin una
potente attivita antitumorale, legata alla capacita di indurre la degradazione diverse
proteine chinasi la cui attivita risulta deregolata in molti tumori umani (Gorre et al., 2002;
Solit et al., 2002). L’elevata citotossicita di geldanamycin, che ne limita I'utilizzo in vivo, ha
portato allo sviluppo di derivati di sintesi meno tossici quali il 17-allylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG) e il 17-dimethylaminoethylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-DMAG) (Goetz et al., 2003; Hollingshead et al., 2005).
Risultati pre-clinici promettenti hanno favorito I'utilizzo del 17-AAG in trials clinici, da solo o
in associazione ad altri chemoterapici (Goetz et al., 2005; Workman, 2004).

Sulla base di queste osservazioni abbiamo voluto verificare se anche l'inibitore 17-AAG,
rilevante dal punto di vista clinico, fosse in grado di indurre la degradazione di Ron. Come
si puo osservare in figura 5B anche questo composto ha determinato una significativa
destabilizzazione del recettore.

Per verificare il coinvolgimento di CHIP in questo meccanismo di down-regulation abbiamo
analizzato la degradazione di Ron indotta da 17-AAG in presenza del siRNA di CHIP. I
silenziamento di CHIP ha determinato il blocco della degradazione di Ron (fig. 5C).

| risultati ottenuti dimostrano che 'ubiquitina ligasi CHIP riveste un ruolo cruciale nella

regolazione della degradazione recettoriale indotta dall’inibizione dell’attivita di Hsp9O0.
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Il mutante Ron"'%*T é piu sensibile all’effetto destabilizzante degli inibitori di Hsp90

Evidenze sperimentali precedenti hanno dimostrato che il trattamento con geldanamycin
determina una marcata degradazione del recettore oncogenico, con una cinetica
accelerata rispetto a quella del recettore normale. Sulla base di queste osservazioni
abbiamo verificato la maggiore sensibilita del mutante oncogenico anche al derivato di
geldanamycin 17-AAG. In risposta al 17-AAG abbiamo osservato una cinetica di

degradazione piu rapida per il mutante Ron"'2%7

, accompagnata da una scomparsa rapida
delle forme fosforilate di Erk-1/2 e Akt, importanti mediatori della traduzione del segnale
Ron-dipendente (fig. 6A). Abbiamo osservato inoltre che concentrazioni di farmaco di 0.1

M1254T " mentre sono necessarie

MM sono sufficienti per indurre la degradazione di Ron
concentrazioni di 1uM per ottenere effetti apprezzabili sulla degradazione del recettore
normale (fig. 6B).

L’effetto destabilizzante di questi inibitori sulle proteine bersaglio & stato imputato alla
sua capacita di alterarne I'associazione con la proteina chaperone Hsp90 (Xu et al., 2001).
Abbiamo pertanto valutato I'associazione tra Hsp90 e Ron o il mutante oncogenico
Ron"'2T dopo il trattamento con geldanamycin o 17-AAG. In un esperimento di cinetica a
breve termine con i due inibitori, la dissociazione da Hsp90 é risultata piu rapida per

RonM1254T

rispetto al recettore normale (fig. 7A). Inoltre alla concentrazione 0.1 uM di
entrambi gli inibitori & stata osservata esclusivamente la dissociazione del recettore
oncogenico da Hsp90 (fig. 7B).

Questi dati indicano che la sostituzione oncogenica M1254T & associata ad una
aumentata sensibilita agli inibitori di Hsp90 e ad una piu dinamica interazione con la
proteina chaperone.
17-AAG contrasta la crescita, la migrazione e I'attivita trasformante di cellule 3T3-Ron"'?>
La mutazione puntiforme M1254T conferisce al recettore un potenziale trasformante in
vitro e la capacita di crescita e migrazione in maniera ligando indipendente (Santoro et al.,
1998). Sulla base di queste osservazioni abbiamo verificato se il trattamento con l'inibitore
clinicamente rilevante 17-AAG fosse in grado di alterare le potenzialita invasive del
recettore oncogenico.

E’ stato allestito un saggio di proliferazione su cellule NIH-3T3 non trasfettate e su

cellule 3T3-Ron e 3T3-Ron"'?%*T, Come atteso, cellule 3T3-Ron"'?**T hanno mostrato un

tasso di proliferazione marcatamente piu elevato rispetto ai fibroblasti normali o esprimenti
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Ron wild-type. |l trattamento con basse concentrazioni di 17-AAG (0,1 uM) ha determinato
una riduzione consistente nella crescita delle cellule 3T3-Ron"'®*" (fig. 8A). Il tasso di
proliferazione di cellule NIH-3T3 non trasfettate e di cellule 3T3-Ron ¢€ risultato simile e,
come atteso, la riduzione della crescita in presenza di 17-AAG é risultata comparabile.

Abbiamo quindi valutato I'effetto del trattamento con 17-AAG sulla migrazione di
cellule 3T3-Ron e 3T3-Ron""'?**T, con un saggio di migrazione in vitro in presenza di siero.
Come atteso, € stata osservata una maggiore attivita di migrazione delle cellule 3T3-
Ron"2T |n seguito al trattamento con 17-AAG, la migrazione di entrambe le linee cellulari
e risultata considerevolmente ridotta, con un effetto piu marcato nel caso di cellule
esprimenti il mutante oncogenico Ron"'#*7 (fig. 8B).

M1254T

E noto che Ron presenta attivita trasformante in vitro (Santoro et al., 1998). In

un saggio di formazione di foci abbiamo osservato che I'elevata capacita trasformante di

RonM1254T

e risultata pressoché completamente abolita dal trattamento con 17-AAG ad
entrambe le concentrazioni testate (fig. 8C).

| dati ottenuti indicano che [linibitore 17-AAG €& un potente inibitore della
proliferazione cellulare, della migrazione e della capacita trasformante indotte da Ron“'2%*T,
suggerendo un suo possibile utilizzo nei casi di tumori umani caratterizzati

dall’espressione e attivazione alterata del recettore Ron.

3. Ruolo dei microRNA nella regolazione negativa di Ron

I microRNA 198 e 214 sono coinvolti nella regolazione post-trascrizionale

dell’espressione di Ron

Sulla base di evidenze sperimentali che attribuiscono ai microRNA (miRNA) una
funzione regolatoria dell’'epressione genica, abbiamo valutato il possibile
coinvolgimento di alcune di queste sequenze oligoribonucleotidiche nella
regolazione post-trascrizionale di Ron.

A tal fine abbiamo utilizzato softwares previsionali disponibili in rete (e.s. miRBASE,
miRanda) che effettuano una ricerca di possibili target interrogando un database
contenente le sequenze di tutti i miRNA finora identificati (miRNA database del Sanger
Institute: http://www.sanger.ac.uk). | diversi programmi attribuiscono un punteggio (score)
ad ogni specifico miRNA sulla base delle caratteristiche delle rispettive sequenze
bersaglio presenti nella regione non tradotta in posizione 3’ (3° UTR) dellmRNA di

interesse, come la conservazione tra le specie e la presenza di seeds, sequenze di 7
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nucleotidi perfettamente complementari. | 15 miRNA con punteggio piu alto identificati con
i differenti algoritmi sono stati ulteriormente analizzati utilizzando il sofftware RNAHybrid,
che analizza la stabilita termodinamica dei complessi mMiRNA-mRNA.

I miRNA hsa-miR-198 e hsa-miR-21, caratterizzati dal miglior compromesso tra score e
caratteristiche termodinamiche, sono stati pertanto selezionati come candidati piu probabili
per la regolazione del trascritto di Ron (fig. 9A).

Per verificare sperimentalmente la funzione regolatoria sul trascritto di Ron dei due miRNA
identificati, cellule esprimenti in modo endogeno il recettore (GTL16) sono state trasfettate
con oligonucleotidi sintetici commerciali chimicamente identici alle sequenze di miRNA
maturi endogeni, in grado di essere efficacemente processati dal RISC (pre-miR precursor
hsa-miR-198 e hsa-miR-214, Ambion). Come controllo & stato trasfettato un
oligonucleotide costituito da una sequenza non presente nel trascrittoma umano (pre-miR
precursor negative control 1, Ambion). A tempi diversi dalla trasfezione é stato analizzato il
livello di espressione di Ron mediante immunoblotting (fig. 9B). A basse dosi di reagente
di trasfezione non abbiamo osservato alcuna modulazione del livello recettoriale. Al
contrario, aumentando la concentrazione del reagente di trasfezione abbiamo riscontrato
con entrambi i miIRNA testati una riduzione debole del livello di espressione di Ron.
L’effetto & risultato dose-dipendente e maggiormente apprezzabile in risposta al miRNA
198. Non abbiamo osservato in nessuna delle condizioni testate variazioni nei livelli di
espressione di Met, recettore per lHGF appartenente alla stessa famiglia di Ron.

Anche se necessitano di una conferma in altre linee cellulari, i risultati ottenuti
suggeriscono il possibile coinvolgimento dei miRNA 198e 214 nella regolazione post-
trascrizionale dell’espressione di Ron. A ulteriore verifica dei dati ottenuti I'intera sequenza
corrispondente alla regione 3° UTR del’lmRNA di Ron é stata clonata nel vettore
plasmidico pMIR-REPORT (Ambion), a valle della sequenza codificante I'enzima
luciferasi. L'utilizzo di questo vettore permette di valutare mediante analisi di luminescenza

I'interazione tra un miRNA e la regione 3’ UTR di uno specifico mRNA.
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Figure 1. pMIR-REPORT Luciferase

CMV Promoter: 2210-2813 Puromycin: 5447-6046
Firefly luciferase: 540-2210 SV40 pA signal: 5153-5188
MCS: 467-539 Ampicillin: 4083-4943
SV40 Poly(A): 404—467 ColE1 Qrigin: 3138-4024

SV40 Promoter: 6139-6438

Sono attualmente in corso esperimenti di co-trasfezione del costrutto pMIR-REPORT-
3'UTR- Ron e del pre-miR-214/-198 o del pre-miR-negative control, che consentiranno di
verificare se I'effetto dell’iperespressione del miR-198 sulla down-regulation del recettore e

dovuto all’'interazione diretta del miRNA con la regione 3’ UTR di Ron.

Modulazione dell’espressione di microRNA indotta da MSP

Crescenti evidenze sperimentali suggeriscono il coinvolgimento dei miRNA nel controllo di
processi biologici fondamentali, quali la proliferazione e la sopravvivenza cellulare, il
differenziamento e la morfogenesi (Harfe, 2005; Miska, 2005). Abbiamo pertanto inteso
verificare se l'attivazione di Ron indotta da ligando possa determinare una modulazione
nei livelli di miRNA specifici.

A tale scopo € stato analizzato il profilo di espressione dei miRNA in cellule epiteliali
primarie (cheratinociti neonatali umani) esprimenti Ron, stimolate o0 meno con MSP in
assenza di siero. L’'RNA totale estratto da queste cellule & stato sottoposto a marcatura
con i fluorofori Hy3/Hy5 mediante I'utilizzo del “miRCURY LNA Array labeling kit” (Exiqon).
I livello di espressione dei miRNA in cellule stimolate con il ligando é stato comparato al
livello di espressione basale mediante analisi su microarrays (miRCURY LNA microarray
kit V8.0, Exigon). | microarrays utilizzati contengono sonde per i 326 mi-RNA umani

attualmente identificati, presenti nell'ultimo aggiornamento del miRNA database del
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Sanger Institute. Le sonde sono costituite da sequenze di LNA (Locked Nucleic Acid), un
analogo del DNA con caratteristiche termodinamiche differenti, particolarmente adatto
all'utilizzo per I'analisi dei miRNA, poiché garantisce una buona specificita di ibridazione in
un ampio intervallo di temperature anche con sequenze corte. | microarrays sono stati
processati (fig. 11) ed & attualmente in corso l'analisi dei dati che consentira

I'identificazione dei miRNA i cui livelli cellulari risultano modulati dall’attivazione di Ron.

PROSPETTIVE FUTURE

Il lavoro sperimentale nei prossimi mesi sara volto ad approfondire e confermare il
ruolo dei miRNA nella regolazione negativa di Ron.

Verra valutato I'effetto di inibitori specifici dell’attivita dei miRNA 198 e 214 (miRcury
LNA miRNA inhibitors, Exiqon), costituiti da sequenze di acidi nucleici complementari ai
miRNA maturi e quindi in grado di bloccarne la funzione.

Sara inoltre verificato se un’alterata espressione di questi miRNA possa contribuire
all’accumulo di forme costitutivamente attive di Ron documentato in alcuni tipi tumorali. A
tale scopo, sara confrontata I'espressione dei due miRNA in linee cellulari derivate da
tumori epiteliali in cui & stata descritta un’espressione aberrante di Ron (es. ZR75.1,
HCT116, SW837, SW620 TCCSUP, UB40) e in cellule epiteliali primarie, mediante
RealTime PCR.

La modulazione del profilo d’espressione dei miRNA indotta da stimolazione di Ron,
valutata mediante microarrays, sara validata attraverso analisi in RealTime PCR.
L’identificazione di miRNA in grado di modulare I'espressione di proteine coinvolte nella
regolazione della crescita cellulare, della migrazione e dell'invasivita, consentira di chiarire

il coinvolgimento di Ron nei processi di promozione e progressione tumorale.
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Fig. 1. A) Cellule COS-7 sono state co-trasfettate con i cDNA di Ron e con un
plasmide codificante l'ubiquitina wild-type (Ub-WT) o un mutante recante la
sostituzione di nove residui di lisina ad arginina (Ub-KO). 72 ore dopo la
trasfezione le cellule sono state trattate con MSP 100 ng/ml per i tempi indicati e
successivamente lisate. Un’eguale quantita di estratti proteici totali € stata
analizzata in immunoblotting con gli anticorpi indicati. B) Cellule HeLa esprimenti
dinamina K44A recante il tag HA sotto il controllo di un promotore tet-off sono state
trasfettate con il cDNA di Ron. 48 ore dopo la trasfezione le cellule sono state
poste in terreno contenente o meno tetraciclina e dopo ulteriori 24 ore trattate con
MSP 100 ng/ml per i tempi indicati. Le cellule successivamente sono state lisate.
Un’eguale quantita di estratti proteici totali & stata analizzata in immunoblotting con
gli anticorpi indicati.
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Fig 2. A) Cellule FG2 sono state trasfettate con un plasmide codificante un
plasmide codificante il siRNA per clatrina o un siRNA controllo. 72 ore dopo la
trasfezione le cellule sono state trattate con MSP 100 ng/ml per i tempi indicati e
successivamente lisate. Un’eguale quantita di estratti proteici totali & stata
analizzata in immunoblotting con gli anticorpi indicati. B) Cellule FG2 sono state
trasfettate con un plasmide codificante un plasmide codificante il siRNA per
caveolina-1 o un siRNA controllo. 72 ore dopo la trasfezione le cellule sono state
trattate con MSP 100 ng/ml per i tempi indicati e successivamente lisate.
Un’eguale quantita di estratti proteici totali & stata analizzata in immunoblotting con
gli anticorpi indicati.
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Fig. 3. A) Il cDNA di Ron o di Ron"'#T ¢ stato trasfettato in cellule COS-7 insieme
a una forma dell’'ubiquitina recante il tag FLAG (FLAG-UDb). A 72h dalla trasfezione
le cellule sono state stimolate con solvente (-) o con 300ng/ml di MSP per 20min.
Gli estratti proteici sono stati immunoprecipitati con anticorpi anti-recettore e
sottoposti a SDS-PAGE e immunoblotting con gli anticorpi indicati. B) | cDNA
Ron"'?**T e FLAG-Ub sono stati trasfettati in cellule COS-7 insieme ai cDNA di
CHIP o del mutante CHIPAUbox. Gli estratti proteici sono stati immunoprecipitati
con anticorpi anti-recettore e sottoposti a SDS-PAGE e immunoblotting con gli
anticorpi indicati. Gli estratti totali sono stati sottoposti a SDS-PAGE ed
immunoblotting con anticorpi anti-CHIP.
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Fig. 4. Cellule COS-7 sono state co-trasfettate con i cDNA di Ron o Ron"'?*T e
un plasmide codificante il siRNA per CHIP o un siRNA controllo. 72 ore dopo la
trasfezione le cellule sono state trattate con cicloesimide (CHX) 10uM per 8 ore e
successivamente lisate. Un’eguale quantita di estratti proteici totali & stata
analizzata in immunoblotting con gli anticorpi indicati. Il silenziamento genico é
stato verificato mediante immunoblotting con I'anticorpo policlonale anti-CHIP,
mentre I'anticorpo anti-a-tubulina é stato utilizzato come controllo di caricamento.
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Fig. 5. Cellule 3T3-Ron o FG2 sono state lisate dopo trattamento con
geldanamicina (GA) 1 uM (pannello A) o con 17-allylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG) 1 pM (pannello B) o per i tempi indicati. Gli
estratti totali sono stati sottoposti a SDS-PAGE ed immunoblotting con anticorpi
diretti contro la porzione C-terminale di Ron. L’anticorpo anti-a-tubulina é stato
utilizzato come controllo di caricamento. C) Cellule FG2 sono state trasfettate con
un vettore plasmidico codificante il siRNA di CHIP o un siRNA di controllo. 48 ore
dopo la trasfezione le cellule sono state trattate con GA 017-AAG 1 pM per tempi
diversi, quindi lisate. Gli estratti totali sono stati sottoposti a SDS-PAGE ed
immunoblotting con anticorpi anti-Ron, anti-CHIP e anti-atubulina
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Fig. 6. A) Cellule 3T3-Ron o FG2 sono state trattate con GA o 17-AAG 1 pM per i
tempi indicati e successivamente lisate; gli estratti totali sono stati sottoposti a
SDS-PAGE ed immunoblotting con gli anticorpi indicati. B) Cellule 3T3-Ron o FG2
sono state lisate dopo trattamento con GA o 17-AAG per 6 ore a diverse
concentrazioni. Gli estratti totali sono stati sottoposti a SDS-PAGE ed
immunoblotting con gli anticorpi indicati.
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Fig. 7. A) Cellule 3T3-Ron o 3T3-Ron"'?*T sono state lisate dopo trattamento con
geldanamicina 1pM o con 17-AAG 1uM per diversi tempi Gli estratti sono stati
immunoprecipitati con anticorpi anti-recettore, quindi sottoposti a SDS-PAGE e
immunoblotting con gli anticorpi indicati. B) Gli estratti di cellule 3T3-Ron o 3T3-
Ron™'?%T sono state immunoprecipitati dopo trattamento con GA o con 17-AAG 0.1

MM per 6 ore e quindi sottoposti a SDS-PAGE ed immunoblotting con gli anticorpi
indicati.
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Fig. 8. A) Cellule NIH-3T3 (curva puntinata), NIH-Ron (curva tratteggiata) o NIH-Ron"'#>47
(curva continua) sono state coltivate in presenza di 0,1 uM 17-AAG (simboli neri) o di solvente
(simboli bianchi). Il numero di cellule & stato verificato mediante il metodo della colorazione
con cristal-violetto. B) 1 x 10° cellule NIH-3T3 o NIH-Ron sono state fatte migrare attraverso
camere Transwell(l in presenza o in assenza di GA 1 uM per 6h. Al termine le cellule migrate
nella camera inferiore sono state fissate e colorate con crystal violetto. Dopo solubilizzazione
del colorante con acido acetico al 10% €& stata determinata I'assorbanza a 595nm. C) Cellule
NIH-3T3 sono state trasfettate con il cDNA di Ron o Ron"'?**T. Due giorni dopo la trasfezione
sono state trattate con solvente (colonna bianca), con 17-AAG 10 nM (colonna segmentata) o
17-AAG 50nM (colonna nera). Il trattamento €& stato rinnovato ogni 48h e le cellule mantenute
a confluenza. 10 giorni dopo la trasfezione sono stati contati i foci formati.
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Fig. 9. A) Risulato della ricerca con il software miRBASE di possibili miRNA in
grado di regolare la stabilita del 3'UTR di Ron. Sono rappresentati i 15 miRNA con
punteggi piu alti. B) Analisi della stabilita termodinamica del complesso miRNA-
MRNA mediante il sofware RNAHybrid. Rappresentazione del complesso 3'UTR-
Ron (rosso) e miRNA (verde).
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Fig. 10. Cellule GTL16 sono state trasfettate con i pre-miRNA precursor (Ambion)
hsa-miRNA-198, hsa-miRNA-214 o hsa pre-miRNA negative control alla
concentrazione 50 nM o 100 nM con 1 o 3 ul di siPORT-NeoFX Transfection
Reagent (Ambion). A 72h dalla trasfezione le cellule sono state lisate e un’eguale
quantita di estratti proteici totali & stata analizzata mediante SDS-PAGE e
immunoblotting con gli anticorpi indicati.
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Fig. 11. Cheratinociti umani primari sono stati coltivati in terreno senza siero e
stimolati o meno con 100 ng/ml di MSP per 8h. L’'RNA totale & stato estratto
utilizzando il miRNAesy Kit (Qiagen), in grado di preservare la frazione contenente
RNA di piccole dimensioni. L'RNA ¢é stato quindi marcato con il miRCURY RNA
labelling kit (Exiqon) e ibridato per 16h a 60°C su vetrini miRCURY LNA
microarray 8.0 (Exigon). La fluorescenza & stata rilevata mediante scansione laser
(Agilent).
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