Universita degli Studi del Piemonte Orientale
“Amedeo Avogadro”

[
rrrrrrrrr

Dottorato di Ricerca
N
Medicina Molecolare
Ciclo XIX

Relazione 4° anno

TITOLO:

Ruolo di DGK-a nella trasformazione cellulare
Ruolo di DGK-8 nel precondizionamento epatico

Candidato Dott. Gianluca Baldanzi
Tutor: Prof. A. Graziani



SEZIONE 1
RISULTATI SCIENTIFICI

Durante il quarto anno di dottorato la mia attiditaicerca si e articolata su due fronti:

1. Lo studio del ruolo di Dgk-a nella trasformazione cellulare (pag. 2) utilizzando due
modelli cellulari:
a. Cellule carcinoma mammario MDA-MB-231 (in collabai@ne con il gruppo
di ricerca guidato dalla Dott.ssa N. Filigheddu)
b. Cellule derivate da sarcoma di Kaposi SLK (in dofleazione con il gruppo
di ricerca guidato dalla Prof.ssa M. Prat)
2. Lo studio del ruolo di Dgk-8 nel precondizionamento epatican collaborazione con |l

gruppo di ricerca guidato dalla Prof.ssa R. Cqpag. 20)



Ruolo di DGK-a nella trasformazione cellulare

INTRODUZIONE
Diacilglicerolo chinasi

Le diacilglicerolo chinasi (Dgk) sono una famigiiaenzimi che catalizzano la fosforilazione ATP-
dipendente del diacilglicerolo (DAG) per formaredacfosfatidico (PA).

Il DAG é prevalentemente prodotto per idrolisi €esfatidilinositoli ed altri fosfolipidi ad opera
delle fosfolipasi C (PLC). E' noto per reclutarlmahembrana ed attivare le proteine chinasi C oltre
a regolare l'attivita di varie altre proteine tta RasGRP, chimaerine (Ras-GAP) e Unc-13. Il PA a
sua volta e un regolatore di diverse proteine amtevnella trasduzione del segnale come la
fosfatidilinositolo-4-fosfato-5-chinasi (PI4P-5K)a proteina chinasi C (PKC(), Ras-GAP ed
MTOR oltre ad essere un potente mitogeno in altpnicellulari. Le Dgk quindi regolando la
conversione tra questi due secondi messaggeri sgnato di controllo di due potenti vie di
traduzione del segnale (Topham 2006).

Ad oggi sono state caratterizzate nel’'uomo disofarme di Dgk suddivise in cinque classi sulla
base dei loro domini strutturali: tutte le isoformpessiedono un dominio chinasico verso il C-
terminale preceduto da due domini C1 ricchi dietis# analoghi a quelli delle PKC che potrebbero
legare il DAG o mediare interazioni proteina-proteilLe diverse isoforme di Dgk differiscono per
localizzazione intracellulare e per i domini regotaposti all’estemo N-terminale; cio fa supporre
che siano reclutate alla membrana e regolate ineraspecifica.

Dgka e stata la prima Dgk caratterizzata, € abbondamenespressa nei linfociti T ma € espressa
anche nelle cellule epiteliali, endoteliali, fibtasti ed oligodendrociti (Schaap et al.1990; Cutrup
et al 2000). Dgk fa parte della classe | (compostaald, y) caratterizzata dalla presenza al C-
terminale di due domini EF-hand (fig. 9). Diversecesanismi concorrono a regolare il reclutamento
e l'attivita di Dgka: i) il legame con il calcio causa un cambiamerndnformazionale rimuovendo
un’interazione inibitoria tra I'estremo N-terminade il dominio catalitico, ii) & attivata da lipidi
membrana (fosfatidilserina, sfingosina, PI-3,4)5Hi) e fosforilata sulla tirosina 335 da Src e
guesto evento e richiesto per l'attivazione e@dutamento alla membrana plasmatica (Baldanzi et
al. Oncogene 2007).

L’attivita enzimatica di Dglt € necessaria per la trasduzione del segnale idiateri di crescita e

citochine, infatti la sua inibizione blocca: la fiierazione dei linfociti T indotta da IL-2 (Flore=t



al. 1996); la migrazione di cellule endoteliali ath da HGF (Cutrupi et al. 2000); la migraziorze, |
proliferazione e 'angiogenesi indotta da VEGF @llule endoteliali (Baldanzi et al. 2004).
Recentemente si stanno accumulando evidenze clpersaipo un possibile ruolo di Dgknella
trasformazione tumorale: i) Dgke necessaria per la proliferazione di linee catiudierivate da
linfomi anaplastici a grandi cellule esprimentiri@mgene NPM-ALK (Bachiocchi et al. 2005); ii) la
sua inibizione promuove l'apoptosi indotta da TN cellule di melanoma (Yanagisawa et al.
2007).

Va inoltre ricordato che una serie di studi inwiér la caratterizzazione del topo [Dudkdimostrano
un ruolo chiave di Dgk nel controllo dei livelli di DAG nel linfocita Tin questo sistema Dgk
inibisce l'attivazione indotta dal TCR e promuoveoustato di iporesponsivita denominato
anenergia (Olenchock et al 2006).

Diminuendo i livelli di DAG ed aumentando quelli BWA Dgka regola probabilmente numerosi
effettori nei diversi sistemi biologici. Recententeiyanagisawa et al. hanno riportato che @gk
necessaria per l'attivazione di NF-KB con effettitiapoptotici. Nel labotatorio del Prof. A.
Graziani si sta dimostrando che Rgkasloca alla membrana plasmatica in cellule dateocon
HGF ed e necessaria per I'attivazione ed il rechaiato di Racl, una piccola proteina G coinvolta

nel rimodellamento del citoscheletro e nella migrae (Chianale et al. 2007).

Sarcoma di Kaposi

Nel 1872 Moritz Kaposi descrisse per primo quessdattia come: “sarcoma idiopatico della pelle
multi-pigmentato”. Il sarcoma di Kaposi si manifesiggi in quattro varianti cliniche: classico,
endemico, iatrogeno ed associato all’AIDS (o epide)n La forma classica € estremamente rara e
si manifesta con prevalenza nella popolazione aazidell'Europa orientale e meridionale. La
forma endemica e stata riconosciuta per esserecglartmente frequente in regioni dell’Africa
come lo Zambia dove rappresenta fino al 50% deioturdiagnosticati. La forma iatrogena si
sviluppa in pazienti sottoposti a terapia immun@sepsiva in seguito a trapianti con una frequenza
stimata nello 0,5%. Infine & stato dimostrato umento considerevole della frequenza di questa
malattia negli individui affetti da AIDS (molto piadhe a causa di immunodeficienze di diversa
origine).

Il sarcoma di Kaposi si presenta in genere conassd grado di malignita ed ad eccezione delle
forme associate all’lAIDS e poco aggressivo spesgpedendo spontaneamente come nel caso
dell'interruzione della terapia immunosoppressivia seguito a terapia anti-retrovirale nelle forme

associate ad HIV.



Il sarcoma di Kaposi si manifesta nel 90% dei cetiderma con macchie di colore blu-porpora,
ben demarcate e indolori in prevalenza nelle mhstali degli arti inferiori. Le macchie spesso si
uniscono a formare placche e successivamentesfoitn@ano in noduli di colore rosso-marrone,
verrucosi e ipercheratotici che possono ulcerassirgguinare. Si puo ritrovare in sedi extracutanee,
in particolare nei linfonodi, nei polmoni e nelleuonse orali e del tratto gastrointestinale dove
raramente causa sintomi clinici (Frances et al818&ovich et al. 2000). Le lesioni cutanee del SK
sono ricche di vasi sanguigni irregolari con defoali emosiderina e sono costituite da vari tipi
cellulari, principalmente cellule fusate di origieadoteliale e fibroblasti, con infiltrati di celéu
inflammatorie (linfociti, macrofagi e plasmaceluked eritrociti extravasati. Le cellule fusate sono
state riconosciute di probabile origine endotelialdla base dei marcatori espressi tuttavia é
dibattuto se derivino dall’endotelio linfatico o daello vascolare (Di Bartoldo et al. 2004).

Un ipotesi largamente accreditata sull’origine dsrcoma di Kaposi lo considera una
iperproliferazione endotelialedotta da fenomeni di tipo infiammatorio; a favaliequesta tesi si
deve notare la presenza di infiltrati di cellul@ammatorie e I'alta concentrazione nella lesione d
citochine pro-angiogeniche tra cui bFGF, VEGF, HGFS.

In particolare HGF induce nelle cellule del sarcaih&aposi proliferazione ed una marcata neo-
angiogenesi. Le cellule fusate del sarcoma di Kiaggsigrimono ad alti livelli il recettore HGFR e
nelle lesioni € presente HGF il che suggerisce @®so possa prendere parte ad un circuito
paracrino che influenza lo sviluppo del sarcoma&adposi (Naidu et al. 1993). Inoltre HGF fa
assumere a cellule endoteliali in coltura la tipmarfologia delle cellule fusate del sarcoma, e
promuove I'espressione di marcatori (Xllla e VCANM€ chemochine (IL-1b, IL-6, IL-8) prodotte
dalle cellule del sarcoma di Kaposi ma non dalleileeendoteliali.

Ci sono opinioni divergenti riguardo al fatto chesarcoma di Kaposi sia una neoplasia piuttosto
che una iperplasia: alcuni gruppi di ricerca haimeato che le cellule fusate delle lesioni siano
policlonali mentre altri hanno trovato cellule motanali negli stati piu avanzati della malattia il
che suggerisce che la neoplasia possa essere sibilgostadio di sviluppo del sarcoma di Kaposi
(Reitz et al. 1999).

Tra i vari fattori di rischio per I'insorgenza dedrcoma di Kaposi i piu studiati sono I'infezioree d
HIV-1 e quella da HHV-8 o KSHV. Si € osservato dheolo di HIV-1 nello sviluppo del sarcoma
di Kaposi non sia dovuto esclusivamente allimmupgsessione che ne risulta, dato che si osserva
il sarcoma di Kaposi in individui sieropositivi s&napprezzabili livelli di immunosoppressione
(spesso indica I'insorgenza dell'infezione da HI)/-4 dato che la frequenza del sarcoma di Kaposi
e decisamente piu alta negli individui affetti dalD& rispetto agli individui con

immunosoppressione di origine diversa (Weiss €G00).



Sembra che alla base della proprieta di HIV-1 duine il sarcoma di Kaposi ci sia Tat una proteina
di 86-101 amminoacidi espressa e rilasciata da#Bule infettate dal virus, che contiene
all'estremita C-terminale un dominio RGD (ripetiiadel tripeptide arginina-glicina-aspartato) e
un dominio basico. Il dominio RGD viene legato dalitegrine espresse dalle cellule e induce un
segnale di adesione mentre la regione basica ésewilaltri fattori angiogenetici) compete con |l
bFGF per I'eparan-solfato esposto dall’endoteliomantando in questo modo la disponibilita di
bFGF per le cellule e contemporaneamente Tat indespressione di bFGF ad alti livelli
aumentando quindi il segnale di questo fattoreri(lBa et al. 1999). E’ stato inoltre riportato €h
Tat attiva, tramite la sua regione basica, VEGFRa&ducendo un segnale angiogenetico. Infine
Tat aumenta l'espressione di molecole di adesiosltulare (favorendo I'extravasazione dei
leucoiti); aumenta la produzione di diverse citoehe la proliferazione delle cellule endoteliali
(Mitola et al. 2000).

Si ritiene inoltre che l'infezione di HIV-1 nei fliaciti infiltrati porti al rilascio nella lesioneid
citochine pro-inflammatorie e di metallo-proteadiecdegradando la matrice extracellulare,
aumentino le proprieta invasive del SK (Prakasil.€2000).

Nel sarcoma di Kaposi e stata per la prima voltiividuata una sequenza di DNA omologa al
genoma dei-herpes virus come I'herpes virus saimiri e I'Epst®arr virus che fu nominato
herpes virus umano 8 (HHV-8) o herpes virus assmeibsarcoma di Kaposi (KSHV) (Chang et al.
1994). Il virus risulta presente virtualmente ittede lesioni del SK ma solo nell’1-5% delle cédlu
risulta trascrizionalmente attivo e inoltre nonritgva piu dopo ripetuti passaggi in coltura delle
cellule bioptiche. Nonostante non sia stata dinaatia sua capacita trasformante sono stati
identificati diversi geni che possono essere cdinvella genesi del sarcoma di Kaposi (Neipel et
al. 1999).

Come modello cellulare del sarcoma di Kaposi haasallule SLK. Queste cellulsono state
isolate da una biopsia di un sarcoma di Kaposnateeda un uomo di 28 anni, HIV-negativo, in
terapia immunosoppressiva con ciclosporina dopa aubito un trapianto di rene (Siegal et al.
1990). Le cellule bioptiche furono coltivate inresxo MEM-NEAA con 10% di FCS fino allo
sviluppo in adesione di due linee cellulari: umaigb fibroblastoide (che risultd non tumorigenica
e scomparve dalla coltura successivamente) e utipadepitelioide (immortalizzata, con ridotta
richiesta di fattori di crescita, indipendenza adaaggio, tumorigenica, positiva a citomegalovirus
ed ad virus allora ignoto). La linea cellulare oti&a fu in seguito caratterizzata da Herndier et al
1994 (SLK perché ottenuta da Sofia Levinton Krigggsenta modeste aberrazioni cromosomiche,
scarse atipie, un basso rapporto nucleo-citoplashassenza di DNA di herpes virus o retrovirus.

Analisi immunoistochimiche identificarono marcatdipici delle cellule endoteliali: I'antigene



correlato al fattore VIII, il fattore di Von Willeland, e I'antigene dell’anticorpo EN-4, oltre a
CD68, UPAR e la lectina dlilex europeusFu riscontrata produzione di alti livelli di uPAdePAI-
1. Infine ad ulteriore indizio dell’'origine endadk delle cellule si rilevo la presenza dei calpi

Weibel-Palade (tipici di arterie, vene, capillagi@endocardio ma assenti nell’endotelio linfatico).

Carcinoma mammario

| carcinomi mammari possono essere classificdiese all'espressione del recettore degli estrogeni
(ER); i carcinomi ER+ sono in genere responsivieeapie con modulatori del ER come il
tamoxifene e presentano una prognosi migliore aetinomi ER- che sono in genere piu
aggressivi e rappresentano il 30% dei carcinomi maminvasivi (Osborne 1998, Sheikh et al.
1995). | tumori ER- sono irresponsivi alla terapiati-estrogenica e sono spesso sovraesposti a
stimoli autocrini/paracrini che ne favoriscono tagressione

E’ ben noto il ruolo di HGF e del recettore HGFRIaeyenesi e progressione tumorale ed in
particolare nel favorire l'invasione della matrieda formazione di metastasi. HGF promuove la
proliferazione, dissociazione, migrazione ed inwasi della matrice in molte varieta di tumori
epiteliali oltre ad essere un potente fattore prgi@genico (Grant et al. 1993, Bussolino et al.
1992). La principale fonte fisiologica di HGF e pa@sentata dai fibroblasti stromali, mentre molti
carcinomi lo producono realizzando un loop autacriRuchs et al. 1997, Lamszus et al. 1999).
HGFR é stato rilevato in numerosi tumori tra cueljumammari ed il suo livello di espressione
correla con la progressione tumorale ed una progwersa, fino a studi che riportano che HGFR
e un fattore prognostico indipendente nel carcinafteamammella (Beviglia et al. 1997, Camp et
al. 1999, Ghoussoub et al. 1998).



SCOPO DEL LAVORO

Nel corso di questo anno di dottorato in uno stimlato dalla Dott.ssa N. Filigheddu ho
esplorato Il'ipotesi che le diacilglicerolo cinasars potenziali bersagli farmacologici per il
controllo del fenotipo trasformato di MDA-MB-231numodello cellulare di carcinoma mammario
negativo per il recettore degli estrogeni e quindn responsivo alla terapia estrogenica e con
prognosi sfavorevole. Queste cellule rispondona stimolazione con Hepatocyte growth factor
(HGF) fattore di crescita che e stato ampiamenteelao con la proliferazione, migrazione ed
invasivita di vari carcinomi, inclusi quelli mammékeiners et al. 1998 Abbiamo quindi valutato
se HGF potesse indurre I'attivazione delle DGK ldisse | nelle MDA-MB-231. Inoltre abbiamo
verificato se l'attivita enzimatica delle DGK fosseecessaria per la crescita in assenza di

ancoraggio e nell’invasione della matrice utilizdarfinibitore R59949.

Considerando le crescenti evidenze che dgla coinvolta nell’acquisizione del fenotipo
trasformato (Bachiocchi et al. 2004) e il fondanaémtruolo che Dgk svolge nell’endotelio
attivato (Baldanzi et al. 2004) i laboratori debPrA. Graziani e della Prof.ssa M. Prat stanno
valutando l'importanza di Dgknella biologia del sarcoma di Kaposi.

1. Valutare se l'attivita enzimatica di Dgkfosse richiesta nelle cellule SLK stimolate conFHG
per:

a) la proliferazione,

b) il movimento

c) l'adesione.

2. Valutare gli effetti dell'inibizione di Dgé sulla trasduzione del segnale di HGFR in cellule
SLK. In particolare se [lattivita enzimatica di Dmgkfosse richiesta per alcune vie di
segnalazione molto ben caratterizzate quali lerdeseascate delle Mapk e Akt.

Per studiare I'importanza della Dgelle cellule SLK ho utilizzato due strategie spentali:

1. ho trattato le cellule con I'inibitore R59949, umhitore relativamente specifico per le Dgk di
classe | gia attivo sulla Dgkalla concentrazione (IM e su altre isoforme a concentrazioni
maggiori;

2. ho utilizzato una linea di SLK stabilmente espriteealti livelli di un mutante cataliticamente
inattivo che agisce da dominante negativo. @¢lD presenta la mutazione G433D, che
annulla lattivita catalitica dell’enzima. Studi qmedenti hanno dimostrato che inibisce
I'attivazione della Dgkt endogena probabilmente competendo per gli attivé@rtrupi et al.
2000).



Il fine ultimo di questi studi € valutaia vitro Dgka quale possibile bersaglio farmacologico per il

controllo del sarcoma di Kaposi.



MATERIALI E METODI

Colture cellulari

Le cellule SLK e MDA-MB-231 sono state coltivate ierreno DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, GIBCO, Invitrogen) con siero fetatevino al 10% (FCS, GIBCO, Invitrogen)
addizionato di antibiotici, antimicotici e un presare stabile della glutammina (GlutaMAX,
GIBCO, Invitrogen) e fatte crescere a 37 °C in afaa con 5% di Cg) satura di acqua.

Per studiare il ruolo biologico di Dgknel sarcoma di Kaposi sono state create due tekelari
sovraesprimenti rispettivamente la gt (SLK-Dgka-wt) e la Dgla-KD (SLK-Dgka-KD). A

tal fine in queste cellule & stato utilizzato $teima retrovirale PINCO descritto in Cutrupi et al.
2000. La generazione delle cellule SLK-bgwt ed SLK-Dgla-KD é stata descritta nella tesi di
dottorato di Annalisa Formentin. Le cellule utibde in questo studio sono state subclonate
ottenendo linee cellulari stabili 100% GFP positegsprimenti alti livelli di Dgkt ricombinante.
L’espressione della Dgkwt, della Dgla-KD e della Dgkr endogena sono state valutate in western

blot di lisati cellulari delle tre linee cellulaffrig. 8).

Reagenti

* R59949 (Sigma): inibitore delle diacilglicerolo nhsi relativamente selettivo per le Dgk di
classe I. Lo stock e disciolto in DMSO alla concanibne di 10 mM e conservato in aliquote a -20
°C. Quando viene usato I'inibitore, i controlli sotrattati con quantita equivalenti di DMSO.

» DO-24: anticorpo agonista monoclonale contro il domextracellulare di HGFR. Agonista di
efficacia superiore al ligando endogeno, HGF (Brail. 1998).

* rhHGF (recombinant human hepatocyte growth facReprotech): disciolto in PBS alla
concentrazione di 1 ng/mL e conservato a -20 °C.

* rhVEGF-165 (recombinant human vascular endothgliadvth factor): 38,2 KDa conservato in
aliquote alla concentrazione di 10 mg/mL. Usato@mencon eparina.

* Fibronectina (Chemicon): purificata da plasma umatack alla concentrazione di 1 mg/ml da
diluire in PBS a 1Qug/mL al momento dell’'uso. Conservata a 2-8 °C.

» Collagene | (Sigma): purificato da coda di rattscoblto in PBS con acido acetico 0,1 M alla
concentrazione di 1 mg/mL, conservato a 2-8 °C dildé&e a 100ug/ml al momento dell'uso.

» Poli-lisina (sigma): massa molecolare 30-70 KDang&govata a -20 °C in aliquote da 1 mL,
usata tal quale.

* Albumina serica bovina (BSA, Sigma): polvere dassmare a 2-8 °C.

* Gelatina: gentilmente fornita da Stefania Mitolagwo il laboratorio di Candiolo.



» Eparina: gentilmente fornita da Stefania Mitolagsieil laboratorio di Candiolo.

Saggio di Chemiotassi

La valutazione della migrazione cellulare e stdfatteiata in camera di Boyden modificata da 48
pozzetti (Neuro Probe), la camera € composta d#rquparti unite da viti: 1) parte inferiore
contenente i pozzetti a fondo cieco; 2) membrargoticarbonato con pori daj@vl; 3) guarnizione

di silicone; 4) parte superiore con 48 fori (Fig Una volta assemblata, la camera presenta 48
pozzetti divisi orizzontalmente dalla membrana.

Nei pozzetti della parte inferiore della cameracsetati depositati 28-3(AL di DMEM senza siero
eventualmente addizionato di HGF (100 ng/ml) od 9%0 (10 uM). Viene successivamente
depositata la membrana in policarbonato Neuro Rrodoe pori da §im, precedentemente incubata
per un’ora in una soluzione di Gelatina allo 0,1iPBS. Vengono aggiunte la guarnizione di
silicone e la parte superiore della camera. Nezgtzsuperiori della camera cosi formati sonai stat
depositati 5QuL della sospensione cellulare (cellule staccatetdpeina-EDTA, contate in camera
di Burker, centrifugate a 300 g per 5 minuti e sig@se in DMEM senza siero alla densita di 2
milioni per mL) eventualmente con aggiunta di R59%920 uM). Il tutto e stato posto in camera
umida e incubato a 37 °C con 5% CO2 per 16-18aterqpi piu brevi il numero di cellule migrate
in seguito a stimolazione con HGF era trascurabile)

Al termine dell’esperimento la camera viene sma@@atla membrana rimossa. Le cellule non
migrate sul lato superiore sono state asportateamgzamente con tre passaggi su una spatola di
gomma e con lavaggi in PBS. Le cellule migratelatal inferiore sono state fissate per immersione
in metanolo ed essiccazione. Successivamentellideceéngono colorate con il metodo Diff-Quick
(Dade Behring) immergendo la membrana per 15 sécwndiascuna delle tre soluzioni e
rimuovendo il colorante in eccesso con abbondavidgi in acqua. Infine le cellule migrate in

ogni pozzetto vengono contate al microscopio ingachiaro con ingrandimento 50x.

Saggio di invasione

| saggi di invasione sono stati effettuati in trafwCorning-Constar) di 6,5 mm con pori duf
pre-ricoperti con 1Qug di Matrigel (BD Biosciences) in 50l di terreno senza siero, lasciato
solidificare per una notte a temperatura ambieb® cellule MDA-MB-231 sono state deposte
nella camera superiore e la camera inferiore @ staimpita con DMEM 2% FBS in presenza o
assenza di 100 ng/ml HGF e R59940AM e le cellule sono state lasciate migrare perr&8 Dopo

un lavaggio con PBS le cellule sulla faccia superitel filtro sono state rimosse con un tampone e

guelle sulla faccia inferiore colorate con Diff-Qkii(Baxter) e contate.
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Saggio di crescita in soft agar

Cellule MDA-MB-231 sono state risospese in 0,35%radg DMEM 1% FCS e piastrate (5810
cellule/pozzetto in piastre da 12 pozzetti) su sitnato di 0,7% agar in DMEM 1% FCS in presenza
0 assenza di 1 o 10M R59949. Dopo 20 giorni di incubazione le cellglgperstiti sono state
colorate con MTT e le colonie fotografate con urrséeloc (Biorad) e contate con il software
QuantityOne (Biorad)

Saggio di adesione

Le matrici sono state deposte nei pozzetti (piadr®6 pozzetti) incubando 20 ore a 4 °C con 50
pL di soluzioni di: fibronectina (1fig/mL), collagene | (10Qg/mL), BSA 1% (controllo negativo)

0 poli-lisina (100pg/mL, come controllo positivo). Le soluzioni sontate aspirate e i pozzetti
lavati con PBS.

Per il distacco le cellule sono state lavate pervbite con PBS, addizionate di PBS-EDTA 10 mM
e lasciate in incubatore per 40 minuti. Le cellsiaccate sono state contate in camera di Burker,
centrifugate a 300 g per 5 minuti e risospese inHMsenza siero alla concentrazione di 2 milioni
per mL eventualmente con l'aggiunta di R59949 (M\@). 50 yL della sospensione sono stati
depositati in ogni pozzetto e la piastra é statabata a 37°C per 45 minuti.

Al termine del saggio le cellule ancora in sospamsisono state rimosse con tre lavaggi delicati
con PBS e le cellule adese sono state fissat@iaéra con formaldeide (4% in PBS, 5 minuti). La
piastra e stata lavata con PBS per tre volte aak@sasciugare, successivamente le cellule sono
state colorate con Cristalvioletto (5 mg/mL scidhlicetanolo-acqua 2:98, 30 minuti). Dopo cinque
lavaggi con acqua, il colorante € stato disciotin £00uL di DMSO per pozzetto in agitazione per

10 minuti e quantificato spettrofotometricament&’@ nm usando come referenza 405 nm.

Saggio di spreading

Una piastra da 24 pozzetti e stata ricoperta pea e fibronectina 1Qg/mL in PBS e per meta
con collagene 10Qg/mL e incubata per 20 ore a 4.°Cellule SLK-Dgla-wt ed SLK-Dgla-KD
sono state lavate tre volte con PBS e fatte diatacmediante incubazione di 40 minuti (a 37°C,
5% di CQycon PBS-EDTA 10 mM. Le cellule staccate sono staterifugate a 300 g per 5 minuti,
contate in camera di Burker e risospese in terckramltura senza FCS alla densita di 30.000/mL,
eventualmente aggiungendo R59949 (1); 1 mL di sospensione € stato depositato in ogni
pozzetto. Dopo un’incubazione di 40 minuti a 37(p€r lo spreading su fibronectina) o 60 minuti

(per lo spreading su collagene) di ogni pozzettwossiati fotografati cinque campi al microscopio
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con obiettivo 20X. Per ogni campo é stato contatotale di cellule presenti ed il numero di quelle
che hanno fatto spreading. La somma dei risultdtitt e cinque i campi fornisce la percentuale di

cellule “spreadate” per ciascun punto.

Incorporazione di 5-bromo-2’-deossiuridina.
Le cellule staccate con tripsina-EDTA sono statetate, centrifugate a 300 g per 5 minuti e il
pellet risospeso in DMEM con FCS al 10% alla denslt 10.000 cellule al mL. 10Ql di
sospensione cellulare sono stati depositati in gaizetto di una piastra da 96 successivamente
incubata a 37 °C, in atmosfera umidificata al 5%, @®@r 24 ore. Il terreno nei pozzetti e stato
sostituito con 10QUL di DMEM senza siero addizionato, dove indicaton iHGF (100 ng/ml) e
R59949 (1uM) e la piastra & stata incubata per ulteriori 24. & questo punto a ogni pozzetto e
stata aggiunta 5-bromo-2’-deossiuridina per ottenema soluzione 1QM e la piastra e stata
incubata per ulteriori 6 ore.
La quantita di 5-bromo-2’-deossiuridina incorporatastata valutata con il kit cell proliferation
biotrak ELISA system, Amersham. In sintesi il piato del kit prevede :

1) fissazione/denaturazione del DNA 30 minuti a terapea ambiente con 2Q0. per

pozzetto di soluzione 1,

2) saturazione 30 minuti con 2QQ. per pozzetto di soluzione 2;

3) incubazione con anticorpo anti-5-bromo-2’-deosdina coniugato con perossidasi

per 90 minuti, 10QuL per pozzetto;

4) tre lavaggi con 20QL di soluzione 3;

5) rivelazione con 100uL per pozzetto di 3,3,5,5'-tetrametilbenzidina (BW in

DMSO:acqua (15:85).
La reazione sviluppa un prodotto blu che viene gegusivamente, a completo sviluppo la
reazione viene arrestata con 100 per pozzetto di acido solforico 1 M in acqua doaverte il
prodotto in un colorante giallo che viene quangiftc spettrofotometricamente a 450 nm entro 5
minuti. Per ogni esperimento si fanno anche colntnelgativi (senza cellule e senza 5-bromo-2’-

deossiuridina) il cui valore (sempre molto basseh& sottratto a quello dei campioni.

Rilevamento fosfo-proteine: Bio-Plex

Le cellule sono state coltivate in piastre da @2zptti in DMEM al 10% di siero fino ad avere la
confluenza (tre giorni), le cellule sono state reante nel terreno per altri due giorni fino ad
esaurire i fattori del siero. In seguito le cellgleno state pretrattate con R59949 (M) per 30

minuti e successivamente trattate con I'anticorga2B ad una concentrazione di 10 nM per 30
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minuti (queste sono le condizioni che in esperin@ilbta hanno fatto osservare la massima

attivazione di Erk-1/2).

Al termine dell'incubazione il terreno di colturaséato rimosso e le cellule sono state lisate ton i

Bio-Plex™ cell lysis KIT(Biorad) che prevede:

1) lavaggio con 1 mL per pozzetto di tampone di lav@aggantenendo la piastra in ghiaccio

2) lisiin 80 pL di soluzione di lisi per 20 minuti a 4 °C in agtone.

3) centrifugazione a 4.500 g per 20 minuti a 4 °Cgdeninare la parte non solubilizzata.

4) La concentrazione proteica viene determinata canelodo BCA ed i campioni sono stati
diluiti con soluzione di lisi in modo da avere iUt stessa concentrazione (Jg/uL) Il
campione viene diluito nel tampone fornito dalkit e poi congelato a -20 °C.

La quantificazione delle fosfoproteine con il meidaloplex e stata eseguita dalla Biorad presso |l

laboratorio MBC di Torino.

Quantificazione proteine con metodo BCA
La quantificazione della concentrazione proteicididati cellulari € stata effettuata con il kit BC
Protein Assay (Pierce).
In una piastra da 96 pozzetti si dispongono iditapo 25uL di:
1. standard di BSA a concentrazione nota (diluizialadsoluzione di BSA fornita, in
tampone di lisi per avere un range di concentraziar25 a 200@Qug/mL);
2. uno o piu bianchi;
3. lisati cellulari da quantificare;
Successivamente si aggiungono ai campioni ed &ghdard 200uL di soluzione di reazione
(reagente A : reagente B 49:1), si agita delicataenper 30 secondi e si incuba per 30 minuti a 37
°C. Al termine della reazione la piastra viene kordta a temperatura ambiente e si misura
'assorbanza dei pozzetti a 570 nm.
Per calcolare la concentrazione dei campioni sirgisge una retta di taratura con gli standard (in
genere si ottiene un valore? Rnaggiore o uguale di 0,99) e si calcola per irtkzione la

concentrazione proteica dei campioni.
Analisi dei dati

Ove appropriato i dati sono mostrati come mediarare standard. La significativita statistica delle

differenze ta coppie di campioni é stata valutatndo il test T di Student.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

L’attivta enzimatica della Dgka €& necessaria per la chemiotassi indotta da HGF icellule
SLK.

Una serie di studi condotti nel laboratorio di limoica hanno dimostrato che in cellule endoteliali
la stimolazione con HGF o VEGF attiva Digle che l'inibizione di Dgl blocca il movimento
indotto da entrambi i fattori (Cutrupi et al. 20@xgldanzi et al. 2004). Ci siamo quindi chiesti se
Dgka fosse parimenti necessaria per il movimento caluhelle cellule di sarcoma di Kaposi SLK
che presentano alcuni marcatori endoteliali.

Il figura 1 si pud osservare che HGF (100 ng/mdjuice un significativo aumento della migrazione
cellulare nelle SLK; aumento che viene completamemnullato da R59949 alla dose diiMd.
Esperimenti precedenti avevano mostrato che R588d3losi minime richieste per inibire Dagk

in vitro (1 uM) non inibiva significativamente la migrazione otth da HGF, facendo supporre che
anche altre isoforme di diacilglicerolo chinasi mesensibili a R59949 contribuiscano alla
trasduzione del segnale chemotattico di HGF.

E’ interessante notare che in analogia con quassergato in altri sistemi cellulari R59949 non
inibisce la fortissima migrazione indotta da siasdle cellule SLK, questo potrebbe essere dovuto
ad una differenza nelle vie di trasduzione del abgehemotattico utilizzate da HGF e dal siero
oppure potrebbe essere dovuto all’adsorbimento 5949R9 ad opera delle proteine seriche (De
Chaffoy et al. 1989).

Ho utilizzato anche un approcio molecolare perirgilbgka utilizzando due linee cellulari: SLK-
Dgka-wt esprimenti stabilmente Dgkwt ed SLK-Dgla-KD esprimenti un mutante di Dgk
cataliticamente inattivo che agisce da dominantgatie. Le cellule Dg-wt mostrano una
migrazione comparabile alle SLK parentali che viémemente stimolata da HGF, nelle cellule
SLK-Dgka-KD si osserva ancora una migrazione indotta da id@fse di entita significativamente
ridotta (fig. 2A). E’ parimenti ridotta la forteigrazione indotta da siero (fig. 2B) suggerendo che
Dgka sia richiesta anche per la trasduzione del segmalaigratorio del siero e che la mancanza di
effetti di R59949 sia dovuta al suo adsorbimentopeta del siero stesso.

In parallelo le cellule sono anche state stimotate VEGF (fino 200 ng/mL) che non ha indotto
alcuna chemiotassi nelle cellule SLK (dati non mai§t va notato che non e stata dimostrata in
letteratura I'espressione di VEGFR-2 nelle cellBl.

Considerati nell'insieme questi dati suggeriscome ©gla contribuisce alla trasduzione del
segnale pro-migratorio di HGF anche in questo mode¢llulare. Il coinvolgimento di altre
isoforme e suggerito da due osservazioni: i) pidire completamente la migrazione sono richieste
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dosi di inibitore piu alte di quelle necessarie aire la sola isoforma alfa; ii) I'espressionel d

dominante negativo dell'isoforma alfa diminuisce nwa annulla la risposta migratoria.

R59949 riduce I'adesione e lo spreading di celluRLK su fibronectina e collagene.

Uno degli eventi chiave nella migrazione cellul&eda formazione di nuove adesione focali,
costituite dalle integrine e da molteplici altrefg@ine di funzione sia strutturale sia di trasdoeio

Le adesioni focali servono come punti di ancoragdi@ matrice extracellulare per il citoscheletro,
che si riorganizza per poter esercitare le forzeéedsione necessarie alla migrazione. Specifici
dimeria/p di integrine fungono da recettori per i diversimgmnenti della matrice extracellulare.

Per verificare se I'inibizione di Dgkinfluenzasse la capacita delle integrine di ledg@matrice ho
verificato la capacita delle SLK di aderire a duetgine della matrice extracellulare, la fibroneati

ed il collagene | a cui aderiscono le cellule eptiali primarie. Come controllo negativo di
adesione e stata utilizzata la BSA mentre comeralbmtpositivo di adesione e stata usata la poli-
lisina; R59949 non influenza I'adesione non integrmediata a queste matrici. ho invece osservato
una parziale diminuzione dell’adesione integrinadrata (fibronectina e collagene) alle dosi piu
alte di R59949 (1uM) mentre non ci sono effetti alla dose duld. In esperimenti condotti in
parallelo non sono stati osservati difetti di adesinelle cellule SLK-Dgk-KD, che mantenevano

la capacita di aderire a fibronectina e collagenmaniera indistinguibile dalle SLK parentali (dati
non mostrati).

Ho inoltre valutato il coinvolgimento delle Dgk teel riorganizzazione cellulare indotta
dall’'adesione. In seguito ad adesione si osservartaazione di un largo lamellipodio, si tratta di
una struttura transiente la cui formazione puoressgutata microscopicamente in contrasto di fase
e viene definito spreading. Analogamente a quarsgervato negli esperimenti di adesione il
trattamento con R59949 1M inibisce lo spreading di cellule SLK su fibroneet e collagene |
(fig. 4) , mentre R59949 UM non ha effetti significativi (dati non mostratla notato che gli
effetti di R59949 sullo spreading sono piu rilevatitquelli sull’adesione: 40% di inibizione su
fibronectina e 20% su collagene.

In analogia a quanto osservato nei saggi di adederSLK-Dgla-KD non presentavano difetti
significativi nello spreading quando confrontate ¢e SLK-Dgla-wt e con le SLK parentali (dati
non mostrati).

Questi dati fanno supporre che il difetto di migoae osservato in cellule in cui Dglé inibita non

sia dovuto ad una ridotta affinita delle integrioé ad una incapacita di rispondere al segnale

mediato dalle integrine stesse. La parziale inimiei operata da R59949 L suggerisce inoltre
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che altre isoforme di Dgk, meno sensibili all’iridme, giochino un ruolo nel controllare 'adesione

alla matrice extracellulare ed il riarrangiamengd dtoscheletro indotto dall’adesione.

L’attivita di Dgk a e necessaria per la proliferazione delle celluleLg.

Una delle ipotesi eziologiche sull’origine del sar@ di Kaposi prevede che le lesioni siano dovute
ad una iperproliferazione di cellule di derivaziceredoteliale, dato che Dgké necessaria per la
proliferazione delle cellule endoteliali ho volut@lutare se la sua attivita enzimatica fosse
necessaria anche per la proliferazione delle SLKiesfe cellule presentano una elevata
incorporazione basale di 5-bromo-2’-deossiuridinae crisulta ulteriormente aumentata dal
trattamento con HGF (100 ng/ml) o con siero 10%ar@o confrontate con le SLK-Dgkwt le
cellule SLK-Dgla-KD presentano un vistoso difetto di proliferazisia in assenza di trattamenti
sia dopo stimolazione con fattori di crescita (8. Similmente R59949 gia alla concentrazione di
1 uM inibisce vistosamente la proliferazione indoteaHiGF (fig. 5).

In parallelo sono stati condotti esperimenti stamalo le cellule con concentrazioni di VEGF fino a
200 ng/ml che non hanno promosso una rilevabildifprazione, consistentemente con quanto
osservato nei saggi di migrazione, suggerendo cleeS1.K non esprimono sufficienti livelli dei
recettori per VEGF o0 non rispondono a questo fattor

Questi dati indicano che l'attivita enzimatica dghd e indispensabile sia per la proliferazione
spontanea delle cellule SLK sia per quella indol@afattori di crescita e suggeriscono che un

inibitore di Dgka potrebbe far regredire le lesioni del sarcomaap®si.

Effetti dell'inibizione di Dgk a sulla trasduzione del segnale di HGFR.

Dagli esperimenti qui presentati e dalla lettermtsi evidenzia che Dgk e coinvolta nella
trasduzione del segnale mitogenico e chemotatii¢dGF. Ho quindi voluto valutare se Dglksia
necessaria per I'attivazione di alcune delle vieraduzione del segnale di HGF ben caratterizzate
in letteratura (Bardelli et al. 2005; Sharma e2@03). Quindi ho misurato quantitativamente con il
metodo Bioplex la fosforilazione di:

a) Erk-1/2, attivato tramite Grab2-Sos-Ras-Raf-Mek

b) Akt, attivato tramite PI13-K

C) le altre Mapk note per essere attivate da HGF.gp3i3k.

Per la stimolazione si € utilizzato DO-24, un amio agonista che in esperimenti preliminari e
risultato superiore al ligando naturale di HGFRcandizioni che danno la massima fosforilazione
di Erk-1/2 (30 minuti,20 nM). In queste condiziohb osservato una forte e riproducibile
fosforilazione di Erk-1/2 e di Akt mentre contraniante a quanto atteso non si ha fosforilazione di
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p38 e Jnk (Fig .6 e 7). La mancata fosforilaziongp2B o Jnk potrebbe essere dovuta ad una
specificita della linea cellulare utilizzata oppyretrebbe essere dovuta al fatto che i trattamenti
sono stati ottimizzati per dare la massima fosdardne di Erk1/2.

Il trattamento con R59949 alla concentrazione dul) concentrazione (attiva nei saggi biologici
precedentemente presentati) riduce la fosforilazidnErk ed Akt ma in maniera poco rilevante e
mai statisticamente significativa (fig. 6).

In maniera analoga le cellule SLK-Dag#KD mostrano una minore fosforilazione (sia basaée
indotta da HGF) di Erk-1/2 e di AKT rispetto allellale SLK-Dgko-wt; tuttavia tale differenza e
sempre di modesta entita e solo in alcuni espetireaisultata statisticamente significativa (fif).
Analoghi risultati sono stati ottenuti in altredm cellulari, con una diminuzione di fosforilaziase
Erk-1/2 ed Akt che e sempre parziale e solo ocoafiiente significativa (si veda Cutrupi et al.
2000 e Chianale et al. 2007).

L’insieme dei dati qui esposti suggerisce che Winione di Dgkx non influenzi in maniera
rilevante la fosforilazione di Erk-1/2 e di Akt,pgmure la modestissima riduzione osservata potrebbe

suggerire un potenziale ruolo in condizioni di stiazione piu fisiologica del recettore.

Riassumendo le osservazioni su cellule SLK dimastrehe: i) I'inibizione di Dgki oftenuta sia

farmacologicamente sia per mezzo del dominantetivegaduce la chemiotassi e la proliferazione

delle cellule SLK indotta da HGF e da siero; ii)ncentrazioni elevate di R59949 riducono

'adesione e lo spreading di cellule SLK su fibroima e collagene suggerendo il possibile

coinvolgimento di altre isoforme di Dgk in questnbmeni biologici; iii) I'inibizione di Dgk ha

effetti marginali sulla fosforilazione di Erk-1/2Akt suggerendo che i fenomeni biologici osservati

non siano dovuti ne ad un blocco della funzione réekttore ne ad una alterazione di gueste

importanti vie di trasduzione.

Questi dati confermano che Dmksvolge un ruolo di primo piano nella trasduziorst skegnale

mitogenico e chemotattico in cellule derivate datema di Kaposi e suggeriscono che @ @ossa

essere un bersaglio per la terapia farmacologisa®loma di Kaposi e di altri tumori di origine

endoteliale.
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HGF promuove l'attivazione delle DGK di classe | incellule di carcinoma mammario MDA-
MB-231

Le cellule di carcinoma mammario MDA-MB-231 sono ltaausate come modello di carcinoma
mammario ER-. Questa linea cellulare € considgraticolarmente adatta a studi pre-clinici per il
suo fenotipo particolarmente aggressico sia irowtne in vivo (Price et al. 1990). Avevamo gia
dimostrato che la stimolazione con HGF e in gradattdvare Dgke in cellule epiteliali. ed
endoteliali (Cutrupi et al. 2000, Baldanzi et aD02) abbiamo ipotizzato che HGF potesse
aumentare l'attivita DGK in cellule MDA-MB-231. Camatteso il trattamento con 100 ng/ml di
HGF per 15 minuti induce un marcato aumento déWigd Dgk cellulare misurata in vitro con
substrati esogeni (Fig. 17). Questa attivita é igt@almente inibita da R59949ull; a questa
concentrazione l'inibitore inibisce preferenzialrreefe DGK di classe | tra cui I'isoforma (......)
che e espressa dalle cellule MDA-MB-231 (P. Porgommunicazioni personali). Nell’insieme
guesto dato dimostra una regolazione dell’attiizitaK da HGF e suggerisce che in particolare sia

regolata I'isoforman.

R59949 blocca l'invasione della matrice promossa ddGF in cellule MDA-MB-231

Le cellule MDA-MB-231 presentano una elevata cdpacii passare attraverso uno strato di
matrigel, fenomeno che ricapitola in vitro I'invaee della matrice extracellulare in vivo. In questo
sistema cellulare la capacita di invadere la matpigd essere ulteriormente incrementata da fattori
motogeni tra cui HGF (Jeffers et al. 1996).

Come atteso le cellule MDA-MB-231 attraversano oclpe ore lo strato di matrigel anche in
assenza di fattori chemotattici ed in presenza @FH0 ng/ml la quantita di cellule che hanno
attraversato la matrice aumenta significativamédftg. 18A). Il trattamento con UM R59949
diminuisce l'invasione spontanea e blocca completam I'effetto di HGF. Questo dato dimostra
che l'attivita DGK e necessaria per l'invasionel@ehatrice, in accordo a quanto osservato in altri

sistemi cellulari (Chianale et al. 2007).

R59949 blocca la crescita in soft agar di cellule DIA-MB-231

Il saggio di crescita in soft-agar valuta la cafgadi cellule epiteliali trasformate di sopravviees
moltiplicarsi in assenza di segnali di adesiongirmezzo semisolido.

Coerentemente con il loro fenotipo trasformato édute MDA-MB-231 mantenute in 1% FCS
sono in grado di formare colonie in soft agar ing2@rni. La presenza di R59949 1 mM riduce
mentre R59949 10 mM azera il numero di colonie ditramdo che l'attivazione di DGK é

necessaria per la crescita in assenza di segraticdraggio (Fig. 18B).
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Nell'insieme i dati ottenutin cellule MDA-MB-231dimostrano che: iIHGF aumenta una attivita

diacilglicerolo cinasica sensibile all'inibitore B849 suggerendo il coinvolgimento dell’isoforma

a: i) il trattamento con l'inibitore R59949 M blocca l'invasione della matrice stimolata da HGF

e iii) la crescita in assenza di ancoraggio in-agtr. Nell'insieme guesti dati suggeriscono che

inibitori di Dgk potrebbero avere una applicaziom®dla terapia del carcinoma mammario negativo

per il recettore deqli estrogeni.
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Ruolo di DGK-8 nel precondizionamento epatico

INTRODUZIONE

Diacilglicerolo e le diacilglicerolo chinasi

Le DGK sono una famiglia di enzimi che catalizzalaofosforilazione ATP dipendente del
diacilglicerolo (DAG) ad acido fosfatidico (PA),gelandone i livelli intracellulari.

Il diacilglicerolo (DAG) € un lipide con un'imporite funzione di secondo messaggero cellulare
coinvolto nella trasduzione del segnale di numerosnoni e fattori di crescita. 1 livelli
intracellulari di DAG sono strettamente controllaa fattori extracellulari sia a livello della
produzione ad opera delle fosfolipasi C (PLC) sigvello del suo consumo, principalmente ad
opera delle diaciglicerolo chinasi (DGK). Il DAGgaa l'attivita ed il reclutamento i membrana di
numerose proteine caratterizzate dalla presenaa dominio C1 ricco in cisteine, quali le proteine
chinasi C (PKC), la proteina chinasi D, Unc-13,clémerine e Ras-GRP; il DAG é anche in grado
di regolare proteine non contenenti il dominio CAlgTRPC2 (Sakane 2007).

Ben studiata é linterazione tra DGK e PKC, unaiddim di serine-treonine chinasi, la cui
attivazione e reclutamento in membrana dipendononai@erosi stimoli, quali calcio, DAG,
fosfatidilserina e fosforilazione ad opera dellanaelsi 1 fosfoinositide-dipendente. In base alla
modalita di regolazione le differenti isoforme dK® sono divise in tre sottofamiglie: le PKC
classiche, le PKC nuove e le PKC atipiche. La $attaglia delle PCK classiche comprende le
isoforme a, BI, Bll ey e richiede la presenza di lipidi carichi negatiemte, come la
fosfatidilserina, DAG e calcio per la loro attivaae. La sottofamiglia delle nuove PCK comprende
le isoformed, €, n e6; queste chinasi sono insensibili al calcio, ma adbno la presenza di
fosfatidilserina e DAG per la loro attivazione. attofamiglia delle PCK atipiche e costituita dalle
isoformel e { e per la loro attivazione e richiesta solamenfaémenza di fosfatidilserina, in quanto
gueste chinasi sono insensibili a calcio e DAG (d€1998).

Le DGK, oltre a consumare DAG, producono PA, awla un secondo messaggero intracellulare,
prodotto anche dall'azione delle fosfolipasi D. EAn grado di attivare numerose proteine quali
fosfatidilinositolo 5-chinasi, RasGAP, Raf-1, mT@Rrotein fosfatasi 1 (Sakane 2007).
Attualmente sono stati identificati dieci geni apgpaenti alla famiglia delle DGK; alcuni di essi
presentano splicing alternativi, portando il humdetie isoforme attualmente caratterizzate a 17.
Le DGK condividono un dominio catalitico altamemanservato posto al C-terminale, preceduto

da due o tre domini C1,omologhi a quelli delle PK&ntre differiscono per i domini regolatori
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posti all'N-terminale. Basandosi sull'omologia demini regolatori sono state classificate in cinque
diverse sottofamiglie (Sakane 2007).

La prima sottofamiglia comprende le isoforme3 ey e possiede, a partire dall'N-terminale, un
dominio recoverin omology (RVH) e due domini E-Fnaleganti il calcio. In questa famiglia I'N-
terminale agisce come dominio di autoinibizione;pl@senza di calcio promuove un cambio
conformazionale, che permette la traslocazionéetziina dal citosol alle membrane cellulari e
I'attivazione dell'enzima (Jiang 2000, Sakane 1991)

La seconda sottofamiglia comprende le isofodng e K ed é caratterizzatd: da un dominio
PH in grado di legare fosfatidil-inositoli (Takeuct997),ii) da quattro strutture coiled-coiliig)
dall'avere il dominio catalitico interrotto da wmpgo inserto. Inoltre le DG e n presentano un
dominio SAM al C-terminaleche media la loro omo- e etero-oligomerizzaziomaflaenza la loro
localizzazione subcellulare (Imai 2002).

La terza sottofamiglia comprende solo l'isoformpda DGK piu semplice dal punto di vista
strutturale, in quanto possiede solo due dominiedlLdominio catalitico e caratterizzata da una
forte specificita per 2-arachidonil-DAG (Tang 1996)

La quarta sottofamiglia comprende le isoforfi@ | ed e caratterizzata dalla presenzai)i:
guattro ankyrin repeats al C-terminalig¢,una sequenza omologa al MARCKS-PSD tra il dominio
C1 e la regione catalitica che viene fosforilataPtaC e regola la localizzazione nucleare (Thopam
1998),iii) un potenziale sito PDZ-binding al C-terminale.

La quinta sottofamiglia € composta dalla sola iso#0, che differisce dalle altre DGK per la
presenza di tre domini C1, un dominio ricco in prele glicine all'N-terminale, oltre ad un dominio
PH, parzialmente sovrapposto ad un dominio di &aziene a Ras. (Houssa 1997)

Tutte le DGK degli eucarioti sono enzimi solubithe associano in maniera reversibile alle
membrane cellulari dove € localizzato il loro sust Quindi, per questa famiglia di enzimi,
esistono due livelli di regolazioné@: il controllo dell'associazione alle membrane dligontrollo
dell'attivita catalitica dell'enzima. Ad esempio Id et al. (2007) riportano che i recettori
muscarinici M1 promuovono il metabolismo del DAGItgando le DGK alla membrana tramite le
B-arrestine. Mentre Yamaguchi Y. et al. (2006) enidano come l'attivita catalitica della DGOK-

sia controllata e aumentata dalla fosforilaziontesserine 776 e 779 da parte della PiKC-

DGK-8 e RhoA

DGK-0 € espressa ad alti livelli nel cervello ed a livelinori nel fegato e nell'intestino di ratto
(Houssa 1997); sono noti esempi di regolazionalsikattivita enzimatica sia della localizzazione
di questa isoforma.
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La localizzazione di DGK3 in cellule non stimolate e citoplasmatica ed éastiiinostrata la sua
traslocazione in membrana in cellule stimolate agonisti di recettori accoppiati a proteine G,
quali ATP (van Baal 2005), bradikinina (van BaaD3J) trombina (Bregoli 2001), noradrenalina
(Walker 2001) e endotelina-1 (Clarke 2007). La loeszione in membrana indotta da ATP,
bradikinina e trombina richiede i domini C1 ed édiaéa da fosforilazione ad opera di PKG n (
van Baal 2005)DGK-0 e gia presente nel nucleo di cellule quiescemtii@ venire ulteriormente
accumulata in seguito a stimolazione amtirombina, svolgendo un ruolo rilevante anche nel
metabolismo lipidico nucleare (Bregoli 2001).

L'attivita enzimatica di DGKB pu0 essere regolata sia positivamente sia negativi@minfatti
fattori di crescita, quali fattore di crescita nengale (Tabellini 2004), alpha-trombina (Bregoli
2001), noradrenalina ed endotelina-1 (Clarke 208¥)romuovono l'attivazione; nel caso della
noradrenalina questa attivazione € mediata dal'&3-K/PKB (Clarke 2007). Al contrario Tu-
Sekine et al. (2007) riportano chietrombina promuove l'inibizione di DGR; innalzando la Km
per il substrato senza fornire un meccanismo médeeo

Un possibile meccanismo di inibizione di D@Ke fornito dall'osservazione che la piccola
proteina G RhoA in forma attiva, legata a GTP, |&§aK-8 nel dominio catalitico, inibendone
completamente l'attivita enzimatica (Houssa 1998K-0 non lega RhoA inattiva, legata a GDP, e
neanche altre proteine G omologhe quali Rac, Ceéd&as (Houssa 1999).

L'importanza fisiologica dell'inibizione di DGK-ad opera di Rho e stata evidenziata da
eleganti studi genetici in C. elegans; in quesiganismo DGK-1, l'ortologo di DGK-umana,
consumando DAG ha un ruolo di regolatore negateladrasmissione sinaptica (Miller 1999). Mc
Mullan et al. (2006) riportano che per il rilasaid acetilcolina alla membrana presinaptica é
necessaria l'attivita di Rho-1, I'ortologo di Rhmana; uno dei principali ruoli di Rho-1 in questo

contesto e legare e inibire DGK-1, permettendouificeente accumulo di DAG.

RhoA & un membro della superfamiglia delle picgdlEPasi omologhe a Ras, proteine in grado
di funzionare come indicatori molecolari, assumeaidbicamente due conformazioni: una legata al
GDP e generalmente inattiva, e una legata al Gitivaa in grado di influenzare I'attivita degli
effettori. Il passaggio tra le due forme é strettate regolatoi) dall'attivita GTPasi intrinseca di
gueste proteingi) da proteine che attivano l'attivita GTPasica (GAIB) da fattori di scambio dei
nucleotidi guaninici (GEF), che promuovono lo scamth GDP con GTPjv) da inibitori della
dissociazione di nucleotidi guanidici (GDI) (Matéz2000).
L'attivazione di Rho € promossa da vari stimolirasellulari, quali fattori di crescita e ormoni, ed

interazioni cellula-matrice e cellula-cellula. Uwvalta attivi i membri della famiglia di Rho
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regolano un'ampia varieta di risposte cellularin b&tudiato € il loro coinvolgimento nella
riorganizzazione citoscheletrica (in particolarell'oeyanizzazione delle adesioni focali e
nell'assemblaggio dei filamenti actinici) (Ridle§@®), ma giocano anche un ruolo di primo piano
nel controllo del traffico vescicolare, della tragmne genica e della progressione del ciclo
cellulare (Matozaki 2000).

Il precondizionamento epatico

L'ischemia puo essere definita come uno sbilanaroniea la quantita di ossigeno e substrati
metabolici forniti a un tessuto e la quantita resdta per una normale funzionalita. Nel fegato lo
shock da ischemia/riperfusione ha una forte rilegaclinica durante la chirurgia epatica e il
trapianto, sia nella fase di conservazione deliooga freddo sia nella fase operatoria vera e
propria. Nel fegato il danno da ischemia/riperfagi@resenta due fasi: una fase iniziale nelle due
ore successive alla riperfusione, caratterizzagardduzione e rilascio di specie reattive
dell'ossigeno e morte epatocitaria, e una faseipgaita, fino a 48 ore, di tipo inflammatorio con
reclutamento di neutrofili (Teoh 2003).

Il termine “Precondizionamento ischemico” evidenziame brevi periodi di ischemia non
letale, seguiti da riperfusione, proteggano il eu@d altri organi dalle conseguenze di una
successiva ischemia prolungata (Murry 1986). Qudstmmeno € stato particolarmente ben
studiato a livello cardiaco e successivamente @ stianostrato in molti altri organi, tra i quali il
cervello, l'intestino, il muscolo scheletrico efdgato (Teoh 2003). | meccanismi citoprotettivi
implicati sono molteplici ed includono: il rilascth adenosina e la produzione di NO (Peralta 1997
and Peralta 1999), il blocco del rilascio di THFe cambi nel metabolismo energetico (Teoh 2003).

In particolare studi in vivo indicano che duranteaubreve ischemia si osserva accumulo
extracellulare di adenosina, con attivazione deetteri A, € che agonisti di questi recettori
mimano la protezione da ischemia/riperfusione (Reral997). 1l ruolo epatoprotettivo
dell'adenosina durante il precondizionamento epaticsottolineato da studi in vitro su epatociti
isolati di ratto. In questo sistema cellulare paatfo il precondizionamento € in grado di ridurae |
morte cellulare per ipossia di circa il 35%; unatprione simile pud essere ottenuta preincubando
gli epatociti con adenosina o agonisti sintetiei m@cettori per I'adenosinaA quali il CGS21680.

A conferma del ruolo dei recettorbAl'effetto protettivo del precondizionamento vieriedsato da
antagonisti quali 3,7-dimethyl-1-propargylxanthifi@VIPX); mentre I'utilizzo dell'antagonista dei
recettori per I'adenosina 14 8-cyclopenthyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX), nba alcun effetto
(Carini 2001).
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La via di trasduzione classica del segnale delti@ee App risulta accoppiata a proteine G
stimolatorie (Gs) e alla produzione di cAMP, ma puo coinvolgere hengroteine G, con
attivazione di fosfolipasB, e Gior, accoppiate a stimolazione dell'adenilato cic{&shulte 2003).
Carini et al. (2001) indicano che in epatociti tatpzione da precondizionamento € mediata da una
via di trasduzione del segnale costituita da adeapsecettori Aa, Gy, PLC, accumulo di DAG e
attivazione delle PK® e €. Gli stessi autori dimostrano che il trattamento dosolo DAG é in

grado di riprodurre gli effetti epatoprotettivi galecondizionamento.

SCOPO DEL LAVORO

Abbiamo quindi ipotizzato che le DGK, consumando@®/Asvolgessero un ruolo di regolatori
negativi del signaling epatoprotettivo mediato dagettori Aa. Abbiamo quindi dimostrato che
l'attivita DGK cellulare € modulata negativameng precondizionamento e dai recettopaATra
le diverse DGK l'isoform# é inibita in seguito ad attivazione dei recettogh #on un meccanismo
che coinvolge l'attivazione di RhoA. Infine i dptiesentati suggeriscono che l'inibizione delle DGK
cellulari sia un evento chiave per il precondizimieato in vitro; infatti I'inibitore farmacologico
delle DGK R59949 mima il precondizionamento e versa la sovraespressione della DGK-

impedisce la citoprotezione.
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MATERIALI E METODI

Isolamento di epatociti primari di ratto e trattamnte

Epatociti primari di ratto sono stati isolati dalbatt. E. Alchera da ratti maschi Wistar (180-250
gr di peso). Gli epatociti vengono prelevati tramjterfusione epatica con collagenasi di tipo |
(Sigma) e risospesi in terreno Krebs-Helseleit-HERE18 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM

KH,PQ,, 1,3 mM Cad, 25 mM Na(HCQ)2, 20 mM HEPES pH 7,4) a una densita cellulare finale

di 1°/mL. Al termine della preparazione la vitalita cédire & valutata con trypan blue; la vitalita di
partenza e dell'85-80%.

Il precondizionamento ipossico e indotto esponegidepatociti a 10 minuti di ipossia (95% N
e 5% CQ) seguiti da 10 minuti di riossigenazione (95%e®% CQ).
Lo stress ipossico € indotto mantenendo gli ep@tioc®5% N, e 5% CQ per i tempi indicati.

Colture cellulari e trasfezione

Cellule HTC , una linea continua derivata da unt@pa di ratto Buffalo ottenuto alimentando
'animale per 12,4 mesi con 0,04% di N,N '-2,7oflenylenebis-2,2,2-trifluoroacetamide; topi
iniettati con cellule di epatoma hanno sviluppato ascite, che €& stato messo in coltura
(Thompsonges) Le HTC sono cresciute in Dulbecco’s modified E&gymedium arricchito con
siero fetale bovino 10% (Invitrogen), glutammaxv(trogen), antibiotici e antimicotici (Sigma).
Dgk-o e stata clonata in pcDNA 6.2/YFP-DEST per otten€fP-DGK-a-wt utilizzando la
tecnologia Gateway (Invitrogen) come suggerito mhalduttore. | plasmidi pEGFP (Clonetech) e
YFP-DGK-a-wt sono stati trasfettati in cellule HTC utilizzm Lipofectamine2000 (Invitrogen)

come suggerito dal produttore.

Reagenti e anticorpi

CGS 21680, agonista sintetico dei recettori pugioerA,a, € stato fornito da Sigma, disciolto
in DMSO ad una concentrazione di 1 mM é utilizzaia concentrazione di iM per i tempi
indicati.

Adenosina (Sigma) viene disciolta in DMSO ad unacemtrazione di 250 mM ed utilizzata a
una concentrazione di JM per 15 minuti.

R59949 (Sigma), inibitore delle DGK con una fortiévaa sulle isoforme di classe |,
viene disciolto in dimetilsulfossido alla concemiome di 10 mM ed utilizzato alla concentrazione
di 10uM per 15 minuti; in tutti gli esperimenti i contliodono stati incubati con una quantita uguale

di dimetilsulfossido.
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La tossina C3 dClostridium Botulinum(Cytoskeleton) € una versione modificata dellsites
coniugata con un reagente lipofilico in grado dieatersare le membrane cellulari. La tossina C3 &
stata ricostituita ed utilizzata alla concentraeiah JuM per 120 minuti prima della stimolazione
con CGS 21680; lotti differenti della tossina préaao attivita differenti e quindi pud essere
necessario aumentare il tempo di trattamento erlaentrazione.

L'anticorpo policlonale di capra anti-DG&KN-16 (Santa Cruz biotecnology) riconosce i primi
sedici aminoacidi della proteina.

L'anticorpo policlonale di coniglio anti-DGR-104 ci e stato gentilmente donato da WJ van
Blitterswijk (JCB 2005).

L'anticorpo policlonale di coniglio anti-Rho 119 af8a Cruz biotecnology) riconosce le
isoforme A e C.

L'anticorpo policlonale di coniglio anti-GST e statcquistato da Santa Cruz biotecnology.

L'anticorpo secondario anti-coniglio IgG marcatm ¢¢RP proviene da NEN (PerkinElmer life

science).

Preparazione di lisati, omogenati cellulari, immuymmecipitazione e saggio DGK

Per la misurazione dell'attivita Ddgk-2*10° epatociti di ratto sono stati precipitati per
centrifugazione 1000 g per 2 minuti e lisati in ladnitampone di lisi (25 mM HEPES pH 8, 150
mM NaCl, 1% NP-40, 5mM EDTA, 2 mM EGTA, 1 mM ZnCb0 mM NaF, 10% glicerolo, 1mM
NasVO, e inibitori proteasi Sigma). | lisati sono postirbtazione a 4°C per 20 minuti e chiarificati
centrifugando a 12000 rpm per 15 minuti a 4°C. Bgk-stata immunoprecipitata dal surnatante
con 10 ug di SC-N16 o 150uL di Ab104 coniugato con proteina G/sefarosio (Asham);
immunoprecipitati di controllo sono stati ottenutilizzando anticorpi da siero preimmune della
stessa specie. Gli immunoprecipitati vengono lagta@ volte ciascuno con tampone di lisi, LiCl
(Tris 25 mM pH 8, LiCl 0,5 M) e TNE (Tris 25 mM p8{ NaCl 150 mM, EDTA 1 mM).

Gli omogenati totali sono stati preparati risospemb 16 epatociti in 30QuL di tampone di
omogenizzazione (25 mM HEPES pH 8, 150 mM NaCl, 5EIDTA, 2 mM EGTA, 1 mM ZnGj,

50 mM NaF, 10% glicerolo, 1mM N¥O, e inibitori proteasi (Sigma) e rompendo
meccanicamente le cellule con 6 passaggi in umgaicon ago G25.

L'attivita DGK in omogenati cellulari (2AL) e in immonuprecipitati (2plL) viene misurata in
presenza di concentrazioni saturanti dei subs(fatng/ml 1-2 dioleil-glicerolo, 5mM ATP, 3
HCu/L [V*?P]-ATP, 10 mM MgC}, 1mM ZnCh, 1mM EGTA, volume finale 5QiL). La miscela
viene incubata per 5 minuti a 30°C e la reazioeaeifermata aggiungendo 2@0HCI 0,1 M ed i

lipidi estratti con 200ul CHCI3:CH;OH 1:1. L'acido fosfatidico viene separato tramiteC in
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cloroformio:metanolo:acqua:ammoniaca 32% (60:4BJLGu lastre di silica, precedentemente
pretrattate con ossalato di potassio 1,3%-EDTA 5:méfanolo 3:2 ed essicate’’H]PA &
identificato attraverso co-migrazione con standayd radioattivo di PA colorato con incubazione
con b. Il segnale radioattivo viene rilevato e quanéfa utilizzando GS-250 Molecular Imager e
Phosphor Analyst Software (Biorad).

Saggio di attivazione di RhoA/C

Il saggio di attivazione di RhoA/C e stato effattu seguendo il protocollo illustrato da Ren et
al. (2000). Sintetizzando 1*$@patociti sono stati lisati in un mL di tamponéelisii (50 mM Tris
pH 7,2, 1% Triton X-100, 0,5% sodio deossicolatd, 8DS, 500 mM NaCl, 10 mM Mggl
inibitori proteasi Sigma), chiarificati centrifugam a 13000 g per 10 minuti ed incubati con GST-
Rhotekin-Ras Binding Domain (RBD) ricombinante eggdata con resina glutatione-sefarosio
(Amersham Biosciences). Dopo 60 minuti di incubaeita resina viene lavata 4 volte con 1 mL di
Tris buffer (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM I@tp, inibitori proteasi Sigma); le proteine
legate alla resina sono state denaturate, sepgaeat8DS-PAGE e RhoA/C attivo rilevato tramite
western blot con anticorpi anti-RhoA/C; in parailledono state corse aliquote dei lisati totali. |
western blot sono stati analizzati acquisiti utdimdo una Versadoc (Biorad) e la densita delle
bande rilevata utilizzando il software Quantity QB#orad). L'attivazione di RhoA/C € misurata
come rapporto tra la quantita di RhoA/C attivo ppitata da GST-Rhotekin-RBD e la quantita di

RhoA/C presente nei lisati corsi in parallelo (5&b wtale).

Quantificazione DAG

L'estrazione e la quantificazione del DAG in epdigarimari di ratto sono state effettuate
secondo il protocollo descritto in Nobe et al. 192%10 epatociti sono stati precipitati
centrifugando a 1000 g per 2 minuti ed i lipidirat con 75ul di cloroformio:metanolo 2:1 e le
fasi risolte con 20@Qu di H,O e 200 ml di CHGIl La miscela viene agitata vigorosamente per 60" e
le fasi separate per centrifugazione 10000 g 5DAIG viene separato con TLC in etere di
petrolio:eptano:acido acetico 75:25:1 su lastrsildta. A separazione ultimata le lastre vengono
colorate con blu di Comassie 0,03% in 30%3;0OH e 100 mM NaCl per 30 minuti e decolorate con
30% CHOH e 100 mM NaCl per cinque minuti; le lastre s@tate essicate e acgisite con uno
scanner. Il DAG viene identificato e quantificater pcomigrazione con una retta di taratura di

arachidonil-stearoil glicerolo utilizzando il pragnma Quantity One (Biorad).

27



Analisi della vitalita cellulare

La vitalita degli epatociti &€ stata determinata daest di esclusione del trypan blue contando
circa cento cellule per ogni misurazione.

La vitalita cellulare delle cellule trasfettate &ata misurata dopo aver incubato le cellule
(1*10°mL) con propridio ioduro (Pl) 1ig/mL per cinque minuti. Brevemente & stata misurat
contemporaneamente la fluorescenza GFP o YFP tiimglisbili con la strumentazione utilizzata)
in FL-1 e la fluorescenza dovuta all'incorporaziaeé propidio ioduro in cellule necrotiche in FL-
2; per ogni esperimento sono stati eseguiti opportantrolli quali cellule GFP-/PI-, GFP+/PI- e
GFP-/PI+. La vitalita delle cellule trasfettatetata determinata come: (cellule GFP+ e P1 -)/(¢ellu
GFP+)*100.
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RISULTATI

L'attivazione dei recettori purinergici A diminuisce l'attivita DGK in epatociti primari dratto

In epatociti di ratto i recettori purinergici;Asono in grado di promuovere l'attivazione della
PLC—3 portando all'accumulo di DAG e alla conseguertigagtione delle PK® e ¢ (Carini 2001).

Mi sono chiesta se, oltre a regolare la produzoiri2AG, questi recettori fossero anche in grado di
regolarne il metabolismo ad opera delle DGK.

Per verificare questa ipotesi ho misurato I'atiivdtacilglicerolo chinasica in omogenati totali di
epatociti primari di ratto, trattati per 5, 15, 8nuti con I'agonista sintetico dei recettol,ACGS
21680 (1uM). Sorprendentemente ho osservato una riduziofiattleita DGK totale in cellule
trattate con CGS 21680, che e gia significativ® aninuti e arriva al 50% del controllo a 30 minuti
(Fig.9).

Per confermare quanto osservato in cellule trattate CGS 21680, ho stimolato epatociti
primari di ratto con adenosina, l'agonista fisiadogdei recettori Ax. Anche il trattamento con
adenosina (1M, 15 minuti) induce una significativa riduzionell@dtivita DGK in omogenati
totali di epatociti primari di ratto (Fig. 10 pagllo B). La concentrazione di adenosina usata e
risultata essere la minima efficace in un esperimgreliminare di dose risposta (dato non
mostrato), probabilmente l'effetto inibitorio datlenosina € minore di quello del CGS 21680 a
causa della rapida degradazione operata dagli@pdtaeser 1989, Ko¢i 1998).

Il rilascio di adenosina e ['attivazione dei reggttA,n sono eventi chiave durante |l
precondizionamento ipossico degli epatociti. Imovitn breve stress ipossico promuove il rilascio di
adenosina e rende gli epatociti piu resistenticgessivi lunghi periodi di ipossia (Carini 2001¢rP
verificare se il precondizionamento ipossico fossgrado di regolare l'attivita DGK ho sottoposto
epatociti primari di ratto a un ciclo di 10 mindiiipossia seguiti da 10 minuti di riossigenazione;
guesto trattamento ha indotto una significativa idumione dell'attivita DGK totale (Fig. 10
pannello A).

Nellinsieme i risultati riportati dimostrano unhizione dell'attivita DGK durante il
precondizionamento ipossico suggerendo che quabiaione sia mediata dal rilascio di adenosina

e dalla stimolazione dei recettoryA

La stimolazione dei recettori A inibisce l'attivita di DGK-, tramite RhoA.
Mi sono chiesta quale delle dieci isoforme di DG#tenfosse inibita in seguito all'attivazione
dei recettori Aa. La regolazione dell'attivita DGK €& specifica pler diverse isoforme; in

particolare € noto che le isofornfied e { possono essere fosforilate ed inibite da PKC, ment
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DGK-0 ¢ inibita dall'interazione diretta con RhoA attiidna serie di esperimenti ha evidenziato
che inibitori di PKC e PKA, quali cheleritrina e B18hon avevano effetto sull'inibizione dell'attévit
DGK in cellule stimolate con CGS 21680, suggerectu® il fenomeno osservato non fosse dovuto
a fosforilazione delle isoform& 6 e { ad opera delle PKC (dati non mostrati).

Per valutare se l'isofornthfosse regolata dai recettorpA epatociti primari di ratto sono stati
trattati per 15 o 30 minuti con CGS 2168QM, lisati in tampone con detergente e l'attivita o6
misurata in immunoprecipitati con anticorpi isof@rspecifici. In Fig. 11A si puod osservare che a
15 minuti c'é una inibizione riproducibile ma qutattvamente non significativa, mentre a 30
minuti il trattamento con CGS 21680 riduce l'atdvidi DGK al 30% del controllo; risultati
analoghi sono stati ottenuti con un diverso anpodFig. 11B).

Houssa et al. mostrano che RhoA, in forma attigatie a GTP, € in grado di attivare e inibire
DGK-6 legandosi al suo dominio catalitico (1999). Nons@resenti in letteratura dati sullo stato
di attivazione di RhoA in epatociti stimolati comlemosina, per prima cosa ho quindi voluto
verificare se la stimolazione di epatociti primdriratto con CGS 21680 promuova l'attivazione di
RhoA. Per misurare lo stato di attivazione di RhHo#precipitato RhoA legata a GTP utilizzando
come esca il dominio RBD di Rhotekin coniugato afGRen 2000). La quantita di RhoA presente
in epatociti primari di ratto non e influenzata dattamento con CGS 21680uM per 30 minulti,
che aumenta pero significativamente la frazionRlibA attivo precipitato da GST-Rhotekin-RBD,
dimostrando che RhoA é attivata dai recettosh AFig. 12). La qualita dei western blot anti-
RhoA/C mostrati non e ottimale a causa della scaffiaienza degli anticorpi utilizzati nel
riconoscere RhoA/C di ratto.

Per verificare il coinvolgimento di Rho nella tragtbne del segnale epatoprotettivo del CGS
21680, ho utilizzato una versione della tossinadO3lostridium Botulinumn grado di penetrare la
membrana cellulare. Questa tossina inattiva per-Abésilazione i membri della famiglia di Rho
in vivo, ma non proteine correlate, quali Cdc42ax RAktories 1989).

Come gia riportato in letteratura CGS 2168(0M protegge gli epatociti primari di ratto dalla
necrosi indotta da stress ipossico (Carini 200ihjbizione di Rho con la tossina C3 (M per 120
minuti) non influenza la vitalita degli epatocitirmtrollo, ma riduce del 50% gli effetti protettitel
CGS 21680 (Fig. 13).

Nell'insieme questi dati dimostrano che CGS 21680grado di attivare Rho e che I'attivita di
Rho € necessaria per l'azione epatoprotettiva @3 21680. Questo e dati riportati in letteratura,
secondo cui RhoA attivato € in grado di legar eirei DGK-0 (Houssa 1999), fanno supporre che
l'inibizione di DGK-8 da me osservata si mediata da RhoA attivo.

Per verificare questa ipotesi epatociti primanatto sono stati pretrattati 0 meno con la tossina
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C3 (1uM per 120 minuti), trattati con CGS 21680 per 30 minuti), lisati e I'attivita di DGKB
misurata in immunoprecipitati ottenuti con antiagagoforma specifici. L'inibizione di RhoA con la
tossina C3 non influenza l'attivita DGKbasale, ma azzera gli effetti inibitori del CG$2Q (Fig.
14).

L'insieme dei risultati riportati suggerisce I'¢siza di una nuova via di trasduzione del segnale
epatoprotettivo dell'adenosina, che comprende etr@c A,n, RhoA e DGKBSO, contribuendo

all'accumulo di DAG.

Le DGK prevengono l'accumulo di DAG e antagonizzatiazione epatoprotettiva del CGS
21680.

Per dimostrare la rilevanza fisiologica di quantesservato abbiamo manipolato
sperimentalmente l'attivita DGK cellulare sia pivsinente sia negativamente.

Per diminuire l'attivita DGK cellulare abbiamo i##ato un inibitore farmacologico ben
caratterizzato, R59949 in grado di inibire numerizedorme con una preferenza per le DGK di
classe I. Il trattamento di epatociti primari ditoaper 15 minuti con R59949 alla concentrazione di
10 uM e in grado di promuovere un accumulo di DAG comapde a quello misurato dopo
trattamento con CGS 21680 M (Fig. 15 pannello A). Parallelamente il pretratento con
R59949 (15 minuti 1QuM), presumibilmente tramite I'accumulo di DAG, rendli epatociti
primari resistenti alla necrosi indotta da strggssico, con un'efficacia comparabile al CGS 21680
1 uM (Fig. 15 pannello B).

Per aumentare l'attivita DGK abbiamo overespresmusientemente GFP o YFP-DGiwit,
una isoforma che esperimenti di controllo hannaciit non essere inibita da CGS 21680 (dati non
mostrati). Data la refrattarietd degli epatocitingri alla trasfezione per questi esperimenti ho
utilizzato cellule HTC, una linea cellulare derizatla epatoma di ratto, in cui il CGS 21680
protegge da morte cellulare indotta da ipossia.

Tramite analisi citofluorimetrica abbiamo identi#to le cellule trasfettate (YFP e
contemporaneamente ne abbiamo valutato la vitghitepidio iodurg). Come atteso in cellule
trasfettate con GFP si osserva un dimezzamenta didlita dopo 120 minuti di ipossia, questa
morte cellulare risulta completamente azzerata@sgnza di CGS 21680uM. Cellule esprimenti
YFP-DGK-0-wt presentano una morte da ipossia simile, mavemgono protette dal CGS 21680
(Fig. 16) suggerendo che la sovraespressione diatthata DGK non regolata da CGS 21680
impedisca I'accumulo di DAG necessario per I'effettoprotettivo di CGS 21680.
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Nell'insieme questi esperimenti dimostrano cheetabolismo del DAG ad opera delle DGK € un
punto chiave nella decisione vita/morte durantsttess ipossico e suggeriscono che il l'inibizione
dell'attivita DGK sia necessaria per |'azione aitdettiva dei recettori .
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DISCUSSIONE

Vi e un crescente interesse nei riguardi dei measodn molecolari coinvolti nel
precondizionamento per le possibili applicazionli peevenire il danno da ischemia/riperfusione
durante interventi di chirurgia e trapianto nelthm Lo studio del precondizionamento nasce
dall'osservazione che un breve periodo ischemiompoveva una maggiore resistenza del cuore ad
una successiva prolungata ischemia (Murry 1986). ftrasduzione del segnale del
precondizionamento € stata condotta principalmeateuore e solo piu recentemente nel fegato,
con risultati spesso sovrapponibili.

Un ruolo di primo piano nel precondizionamento, s& cuore sia nel fegato, € svolto dal
rilascio di adenosina e dall'attivazione dei c@uisdenti recettori accoppiate a proteine G (Peralta
1997). In particolare nel cuore un ruolo principalsvolto dai recettori di tipo Ae As, mentre a
livello epatico i recettori responsabili dell'azeéonitoprotettiva sono gli A (Liang 1998, Parsons
2000, Peralta 1997). In entrambi i casi lI'accuntilDAG e l'attivazione di PKC risultano necessari
e sufficienti per I'effetto citoprotettivo (Tosaki et al. 1997- Carini et al. 2001- Lee JE 2001¢l N
caso dei recettori di tipo /el cuore e Ax nel fegato I'accumulo di DAG e mediato dall'attiae
della PLCB ad opera delle Gi, mentre nel caso dei recetidipd A3 viene prodotto PA ad opera
di una PLD attivata da RhoA e successivamente iviéAe convertito in DAG da una PA fosfatasi
(Lee 2001).

Data l'importanza del DAG nel mediare il preconoiieimento epatico ho ipotizzato l'esistenza
di una regolazione dell'attivita DGK in epatocibtt®posti a precondizionamento o trattati con
agonisti dei recettori #x.

Gli esperimenti mostrati in questa tesi dimostrahe in epatociti primari di ratto l'attivita DGK é
considerevolmente inibita sia dal precondizionamesit dall'attivazione dei recettoriAcon
l'agonista CGS 21680 o con adenosina. In partieolariei dati indicano che delle dieci isoforme di
DGK attualmente note l'isofornth presente nel fegato, risulta inibita in seguitstimmolazione dei
recettori A, con CGS 21680; tuttavia i dati presentati non ekwolo che altre isoforme risultino
regolate durante il precondizionamento epatico. Bldonico caso di inibizione di DGH noto in
guanto precedentemente € stato osservato chétaniento coro-trombina di fibroblasti aumenta
considerevolmente la Km della DGKper il DAG (Tu-Sekine 2007).

Houssa et al. (2005) forniscono un possibile mesoam di inibizione di DGK8, dimostrando
che RhoA attivo lega il dominio catalitico di quessoforma inibendone l'attivita enzimatica (Los
AP 2003, Houssa 2005). Per verificare l'ipotesi tinébizione di DGK#® sia mediata da RhoA

attivo abbiamo dimostrato chg:la stimolazione dei recettori;Acon CGS 21680 attiva RhoA)
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I'inibizione di RhoA, ottenuta utilizzando la tasaiC3 ribosil transferasi, € necessaria per lteffet
citoprotettivo del CGS 2168(j) la tossina C3 blocca I'effetto inibitorio di CG$630 su DGKe.

Un ruolo per RhoA nella trasduzione del segnalepcdtettivo dell'adenosina era stato gia
ipotizzato da Lee et al. (2001) in cardiomiocitiale di pollo; anche in questo sistema RhoA é
necessario per lI'accumulo di DAG, che in questo casllta prodotto dall'azione sequenziale della
PLD e della PA fosfatasi. Non sono presenti ineletiura studi sul meccanismo di attivazione di
RhoA in cellule trattate con adenosina, per quamoben noto che gli effetti biologici di molti
recettori accoppiati a proteine G sono mediati Ha B che diversi RhoGEF (quali p115-RhoGEF e
PDZ-RhoGEF) sono legati ed attivati da GGq13 € Gyi) (Seasholtz TM 1999).

Per verificare la rilevanza fisiologica dell'inimne dell'attivita DGK durante il
precondizionamento epatitw: i) trattato epatociti primari di ratto con l'inibieofarmacologico di
DGK R59949, osservando un accumulo di DAG e un atarceffetto citoprotettivo;ii)
sovraespresso DGHK-isoforma non regolata da CGS 21680) in cellule HbB€ervando un blocco
dell'effetto citoprotettivo del CGS 21680. Quesssarvazioni suggeriscono che l'inibizione della
attivita DGK sia un evento necessario per l'accomdil DAG e la citoprotezione indotti da
adenosina in epatociti primari di ratto.

L'esistenza di una via di trasduzione del segnal@BGK-6/DAG in vivo € stata gia dimostrata in
terminali presinaptici dC.elegansin questo sistema cellulare il legame e l'inina della DGK-1
ad opera di Rho é critico per I'accumulo del DAGeassario al reclutamento di Unc-13 ed al
rilascio del neurotrasmettitore (Mc Mullan 2006).

Nel nostro sistema sperimentale i dati ottenutiMiai Paola Nitti (Genova) indicano che
l'inibizione delle DGK con R59949 1M promuove un'attivazione delle nuove PRE@- -
€ comparabile con quella osservata in epatocitidtiatbn CGS 21680. L'attivazione di queste PKC
ed il fatto che la loro attivita é necessaria p@récondizionamento indotto da CGS 21680 (Carini
2001), suggerisce che queste due isoforme mediirdfetti citoprotettivi dell'inibizione di DGK-

0.

Concludendo i dati riportati in questa tesi peromait di implementare un modello della
trasduzione del segnale citoprotettivo dell'aderasn cui, per I'accumulo del DAG necessario
all'attivazione delle PK@-e <, € richiesta la contemporanea attivazione della BL&d opera di
Gi, e l'inibizione della DGKB, ad opera di RhoA. Inoltre questo studio suggeridee inibitori di

DGK possano avere un effetto epato-protettivo, ragwda via a possibili applicazioni cliniche.

34



BIBLIOGRAFIA

» Aktories K, Braun U, Résener S, Just I, Hall A (298iochem Biophys Res Commu58,
209-213

» Bacchiocchi R., Gianluca Baldanzi, Damiano Carbipr@@atia Capomagi, Emanuela Colombo,
Wim J. van Blitterswijk, Andrea Graziani, Frances€azioli; 2005; Activation ofa-
diacylglycerol kinase is critical for the mitogenpcoperties of anaplastic lymphoma kinase;
Blood; vol. 106, n. 6, 2175-82.

» Baldanzi G, Cutrupi S, Chianale F, Gnocchi V, Reong, Porporato P, Filigheddu N, van
Blitterswijk WJ, Parolini O, Bussolino F, SinigaglF, Graziani A. Diacylglycerol kinase-alpha
phosphorylation by Src on Y335 is required for ation, membrane recruitment and Hgf-
induced cell motility. Oncogene. in press 2007

* Baldanzi G., Stefania Mitola, Santina Cutrupi, N&tta Filigheddu, Wim J van Blitterswijk,
Fabiola Sinigaglia, Federico Bussolino, Andrea G@uaiz 2004; Activation of diacylglycerol
kinase a is required for VEGF-induced angiogengnaling in vitro; Oncogene, 17, 23(28),
4828-4838.

» Bardelli C., Marilena Sala, Umberto Cavallazzi, MaPrat; 2005; Agonist Met antibodies
define the signalling threshold required for a fulitogenic and invasive program of Kaposi’'s
Sarcoma cells; Biochemical and Biophysical Rese@ammunications, n. 334, 1172-1179.

* Bartoldo D.D., Ethel Cesarman; 2004; Uncovering twenplexities of Kaposi’'s sarcoma
through genome-wide expression analysis; Genomied@jiovol. 5, n. 11, articolo 247.

* Beviglia L, Matsumoto K, Lin CS, Ziober BL and KremRH: Expression of the c-met/HGF
receptor in human breast carcinoma: correlatioi witnor progression. Int J Cancét. 301-
309, 1997.

* Bregoli L, Baldassare JJ, Raben DM (200Biol Chem. 26, 23288-23295

» Brian G. Herndier, Albrecht Werner, Paul Arnsteiancy W. Abbey, Francesco Demartis,
Rober L. Cohen, Marc A. Shuman, Jay A.Levy; 1994ai@cterization of a human Kaposi’'s
sarcoma cell line that induces angiogenetic turmasimals; AIDS, n. 8, 575-581.

* Bussolino F, Di Renzo MF, Ziche M, Bocchietto E,ivefo M, Naldini L, Gaudino G,
Tamagnone L, Coffer A and Comoglio PM: Hepatocytewgh factor is a potent angiogenic
factor which stimulates endothelial cell motilitgcagrowth. J Cell BiolL19 629-641, 1992.

» Camp RL, Rimm EB and Rimm DL: Met expression isoagged with poor outcome in patients
with axillary lymphnode negative breast carcino@ancer86. 2259-2265, 1999.

e Carini R, De Cesaris MG, Splendore R, Vay D, Doroetti C, Nitti PM, Paola D, Pronzato
MA, Albano E (2001 Hepatol.33, 131-139

« Chang Y., Ethel Cesarman, Melissa S. Pessin, Fia¥ Janice Culpepper, Daniel M.

Knowles, Patrick S. Moore; 1994, Identification ledrpesvirus-like DNA sequences in AIDS-
associated Kaposi’'s sarcoma; Science, vol. 2665-1869.

35



Chianale F., S. Cutrupi, E. Rainero, G. Baldan#t,. PPorporato, S. Traini, N. Filigheddu, V.F.
Gnocchi, M.M. Santoro, O. Parolini, Wim J. van ®iswijk, F. Sinigaglia and A. Graziani.
Diacylglycerol kinasex mediates HGF-induced epithelial cell scatter bgutating Rac
activation and membrane ruffling. Mol Biol Cell. jiness 2007

Clarke CJ, Ohanian V, Ohanian J (208m J Physiol Heart Circ Physia292, 2248-2256

Courcelles D.C, Peter Roevens, Herman Van BelleloLKennis, Yves Somers, Fred De
Clerck; 1989; The role of endogenously formed diglggerol in the propagation and
termination of platelet activation. A biochemicahdafunctional analysis using the novel
diacylglycerol kinase inhibitor, R 59 949 The Jmlrof Biological Chemistry, vol. 264, n.6,
3274-3285.

Cutrupi S, Gianluca Baldanzi, Daniela Gramaglia,tohella Maffe, Dick Shaap, Enrico
Giraudo, Wim J. van Blitterswijk, Federico BussolirPaolo M. Comoglio, Andrea Graziani;
2000; Src-mediated activation of-diacylglycerol kinase is required for hepatocytevgh
factor induced cell motility; EMBO, vol. 19, n. 13, 4614 - 4622.

Flores I., Teresa Casaseca, Carlos Martinez-A,dlikBnoh, Isabel Merida; 1996; Phosphatidic
acid generation through interleukin 2 (IL-2)-inddoe-diacylglycerol kinase activation is an
essential step in IL-2-mediated lymphocyte proéifem; The journal of Biological Chemistry;
vol. 271, n.17, 10334-10340.

Frances C,; 1998; Kaposi’'s sarcoma after renakplantion; Nephrol Dial Transplant n. 13;
2768-2773.

Ghoussoub RA, Dillon DA, D’Aquila T, Rimm EB, FearsER and Rimm DL: Expression of
c-met is a strong independent prognostic factorbieast carcinoma. Canc&2 1513-
1518,1998.

Grant DS, Kleinman HK and Goldberg ID: Scatter éadnduces blood-vessel formatiom
vivo. Proc Natl Acad Sci USA0: 1937-1941, 1993.

Houssa B, de Widt J, Kranenburg O, Moolenaar WH, Bhtterswijk WJ (1999 Biol Chem.
274, 6820-6822

Houssa B, Schaap D, van der Wal J, Goto K, Kond¥aakawa A, Shibata M, Takenawa T,
van Blitterswijk WJ (19979 Biol Chem272, 10422-10428

Imai S, Sakane F, Kanoh H (20QRBiol Chem277, 35323-35332

Iscovich J., Paolo Boffetta, Silvia Franceschi,hestAzizi, Ronit Sarid; 2000; Classic Kaposi
sarcoma, epidemiology and risk factors; Cancer,8&ln. 3, 501-517.

Jeffers M, Rong S and Vande Woude GF: Hepatocytertyrfactor/scatter factor-Met signaling
in tumorigenicity and invasion/metastasis. J Moldvid: 505-513, 1996.

Jiang Y, Qian W, Haves JW, Walsh JP (200®)jol Chem275, 34092-34099

36



Jin L, Fuchs A, Schnitt SJ, Yao Y, Joseph A, LamssguPark M, Goldberg ID and Rosen EM:
Expression of scatter factor and c-met receptdrenign and malignant breast tissue. Cancer
79 749-760, 1997.

Koci¢ G, Kock R, Vlahovt P, Pavlow D, Jevtove T (1998)J Viral Hepat.5, 353-356

Lamszus K, Laterra J, Westphal M and Rosen EM:tS&caéactor/hepatocyte growth factor
(SF/HGF) content and function in human gliomasJlitev Neuroscl7: 517-530, 1999.

Lee JE, Bokoch G, Liang BT (200BASEB J15, 1886-1894
Leser HG, Holstege A, Gerok W (1989¢patol.10, 66-71
Liang BT, Jacobson KA (199®roc Natl Acad Sci USA5, 6995-6999

Los AP, van Baal J, de Widt J, Divecha N, van Bigtvijk WJ (2003Biochim Biophys Acta.
1636, 169-174

Matozaki T, Nakanishi H, Takai Y (200Q@ell Sign.12, 515-524
McMullan R, Hiley E, Morrison P, Nurrish SJ (200B¢nes & Dev20, 65-76

Meiners S, Brinkmann V, Naundorf H, Birchmeier Wol& of morphogenetic factors in
metastasis of mammary carcinoma cells. Oncogeré8 1&n 8;16(1):9-20.

Mellor H, Parker PJ (1998Biochem J332, 281-292

Miller KG, Emerson MD, Rand JB (1998)euron.24, 323-333

Mitola S., Raffaella Soldi, llaria Zanoni, Luca Bar Maria Ines Gutierrez, Ben Berkhout,
Mauro Giacca, Federico Bussolino; 2000; Identifaratof Specific Molecular Structures of
Human Immunodeficiency Virus Type 1 Tat Relevant lts Biological Effects on Vascular
Endothelial Cells; Journal of Virology, vol. 74, 1.344-353.

Murry CE, Jenning RB, Reimer KA (1986jrculation. 74, 1124-1136

Neipel F., Bernhard Fleckenstein; 1999; The roleHbfV-8 in Kaposi's sarcoma; Cancer
Biology, vol.9, 151-164.

Nelson CD, Perry SJ, Regier DS, Prescott SM, TopkinLefkowitz RJ (2007)5cience315,
663-666

Olenchock B.A., Rishu Guo, Jeffery H. Carpenterythita Jordan, Mattew K. Topham, Gary A.
Koretzky, Xiao Ping Zhong; 2006; Disruption of dyglycerol metabolism impairs the
induction of T cell anergy; Nature Immunology, vo).n. 11, 1174-1181.

Osborne CK: Steroid hormone receptors in breastezamanagement. Breast Cancer Res Treat
51: 227-238, 1998.

Parsons M, Young L, Lee JE, Jacobson KA, Liang BOIOQ)FASEB J14, 1423-1431

37



Peralta C, Hotter G, Closa D, Gelpi E, Bulbena GsdRllo-Catafau J (199HRepatol.25, 934-
937

Peralta C, Hotter G, Closa D, Prats N, Xaus C, @e]gRossello-Catafau J (1998¢patol.29,
126-132

Prakash O., Zhen-Ya Tang, You-e He, Manzoor S. Rély Coleman, Javed Gill, Gist Farr,
Felipe Samaniego; 2000; Human Kaposi's sarcomanoetliated tumorigenesis in human
immunodeficiency type 1 Tat-expressing transgenicemJournal of the National Cancer
Institute, vol. 92, n. 9, 721-728.

Prat M., Tiziana Crepaldi, Selma Pennacchietti,efiedBussolino, Paolo M. Comoglio; 1998;
Agonistic monoclonal antibodies against the Metepor dissect the biological responses to
HGF; Journal of Cell Sciences, n. 111, 237-247.

Price JE, Polyzos A, Zhang RD and Daniels MD: Tugemicity and metastasis of human
breast carcinoma cell lines in nude mice. CancerSRe717-721, 1990.

Reitz M.S., Jr., Lata S. Nerurkar, Robert C. Gall699; Perspective on Kaposi's Sarcoma:
Facts, Concepts, and Conjectures; Journal of thiemNd Cancer Institute, vol. 91, n. 17, 1453-
1458.

Ridley AJ (2001)Trends Cell Bioll11, 471-477
Sakane F, Imai S, Yamada K, Kanoh H (19Bijchem Biophys Res Commai81, 1015-1021

Sakane F. , Shin-ichi Imaia, Masahiro Kaia, Sato¥f@sudaa, Hideo Kanoh; 2007;
Diacylglycerol kinases: Why so many of them?; Biauka et Biophysica Acta, n. 1771, 793—
806.

Seasholtz TM, Majumdar M, Brown JH (58pl Pharmacol55, 949-956

Shaap D., John De Widt, Jose van der Wal, Joel &ardkhove, Jose van Damme, Detlef
Gussow, Hidde I. Ploegh, Wim J. van BlitterswijkpRL. van der Bend, 1990, Purification,
cDNA cloning and expression of human diacylglycédolase; FEBS Letters, vol. 275, n. 1-2,
151-158.

Sharma G., Jiucheng He, Haydee E. P. Bazan; 2088;apd ERK1/2 Coordinate Cellular
Migration and Proliferation in Epithelial Wound Hieq; The Journal of Biological Chemistry;
vol. 278, n. 24, 21989-21997.

Sheikh MS, Garcia M, Pujol P, Fontana JA and Ramtefl: Why are estrogen-receptor-
negative breast cancers more aggressive than theges-receptor-positive breast cancers?
Invasion Metastasi$4: 329-336, 1995.

Siegal B., Sofia Levinton Kriss, Aaron Schiffersboa Sayar, Isaac Engelberg, Ami Vonsover,
Yochanan Ramon, Ethan Rubinstein; 1990, Kapositosa in immunosuppression. Possibly
the result of a dual viral infection; Cancer, n, §92-498.

Tabellini G, Billi AM, Fala F, Cappellini A, Evagsti C, Manzoli L, Cocco L, Martelli AM.

Nuclear diacylglycerol kinase-theta is activatedesponse to nerve growth factor stimulation
of PC12 cells. Cell Signal. 2004 Nov;16(11):1263-71

38



Takeuchi H, Kanematsu T, Misumi Y, Sakane F, Koni$hKikkawa U, Watanabe Y, Katan
M, Hirata M (1997)Biochim Biophys Actal 359, 275-285

Tang W, Bunting M, Zimmerman GA, Mcintyre TM, Pcet SM (1996)J Biol Chem 271,
10273-10241

Teoh NC, Farrell GC (2003) Gastroenterol HepatolL8, 891-902

Topham M. K.; 2006; Signaling Roles of DiacylglyckrKinases; Journal of Cellular
Biochemistry vol. 97, 474-484.

Topham MK, Bunting M, Zimmerman GA, Mcintyre TM, &lkshear PJ, Prescott SM (1998)
Nature.394,697-700

Tosaki A, Maulik N, Cordis G, Trifan OC, Popescu Mas DK (1997) Am J Physiol. 273,
1860-1866

Tu-Sekine B, Ostroski M, Raben D (20@ipchem46, 924-932
van Baal J, de Widt J, Divecha N, van Blittersvijkl (2005)J Biol Chem280, 9870-9878

Walker AJ, Draeger A, Houssa B, van Blitterswijk V@hanian V, Ohanian J (200B)ochem
J. 353, 129-137

Weiss R., Chris Boshoff; 2000; Addressing contreies over Kaposi's sarcoma; Journal of the
National Cancer Institute, Vol. 92, No. 9, 677-679.

Yamaguchi Y, Shirai Y, Matsubara T, Sanse K, Kumga M, Ohshiro N, Yoshino K,
Yonezawa K, Ono Y, Saito N (20086)Biol Chem281, 31627-31637

Yanagisawaa K., Satoshi Yasudab, Masahiro Kailm-&ti Imaib, Keiko Yamadac, Toshiharu

Yamashitaa, Kowichi Jimbowa, Hideo Kanohb, Fumika®e; 2007 Diacylglycerol kinase

alpha suppresses tumor necrosis factor-alpha-indag®ptosis of human melanoma cells
through NF-kappaB activation; Biochimica et BiopiogsActa, n.1771(4), 462-474.

Yatchi M. Naidu, Eliot M. Rosen, Ralph Zitnick, tak Goldberg, Morag Park, Monica

Naujokas, Peter J. Polverini, Brian J. Nickoloffo9#; Role of Scatter Factor in the
pathogenesis of AIDS-related Kaposi sarcoma; Cellogy, vol. 91, 5281-5285.

39



ATTIVITAFORMATIVA

ANNO |

1.

Lunedi 27 Settembre 2004, ore 15:30 “Traffico inted extra-cellulare di nucleotidi-segnale
attivi nella regolazione del calcio cellulare” Préihtonio De Flora

2. 23 Settembre 2004, Relazione annuale dottorati

3. 16 Settembre 2004, Relazione annuale dottorati

4. 7 Luglio 2004, "Ethanol metabolism and ToxicityRnegnancy" Prof. Martin Ronis

5. 5 Luglio 2004, “From the bench to the bedside: Gale3 immunodetection for improving the
preoperative diagnosis of the follicular thyroiditens” Prof. Armando Bartolazzi,

6. 29 giugno 2004, “PIl 3-kinagecontrols cardiac contractility and hypertrophyotingh kinase-
dependent and independent functions” Prof. Emilisc¢h

7. 11 giugno 2004, “Virus e malattie autoimmuni” AntofPUCCETTI

8. 20 maggio 2004, “Le artriti croniche del bambindbérto MARTINI

9. maggio 2004, “Genetic bases of the Autoimmune Lyoppbliferative Syndrome (ALPS)”
Frédéric RIEUX-LAUCAT

ANNO Il

1. 2 dicembre 2004 “repertaxin, un nuovo inibitorald: risultati preclinici e identificazione del
meccanismo d'azione” Dr. Riccardo Bertini
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Presta

12.4 giugno "Sindromi autoinfiammatorie”. Prof. Martin

13.27 giugno relazioni finali Dottorato Medicina Motdare XVIII ciclo

oo
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SEZIONE 2:

CORSI FREQUENTATI (per ciascun anno del corso)

ANNO |
ANNO Il

1. Corso di Inglese (Prof. Colin Bell)
2. Corso di statistica (Prof. Magnani)

ANNO I
ANNO IV

CONGRESSI FREQUENTATI (elenco completo: denominagioongresso, sede, data)

ANNO |

Ho esposto i risultati delle mie ricerche al 1sati#in RNA interference Symposium, tenutosi il
giorno 8 Giugno 2004 a Milano presso IFOM — IstteIRC di Oncologia Molecolare.

Ho esposto i risultati delle mie ricerche all'edis 2004 della riunione della sezione Liguria-
Lombardia-Piemonte della SIB, tenutasi a NOVARA4IMaggio 2004.

Ho partecipato al FEBS Lecture Course on Cellulgn@&ing & 4° Dubrovnik Signaling
Conference, tenutosi a Dubrovnik, Croatia, 21-2gtla 2004.

ANNO 1

Sono stato relatore al FEBS Advanced Course onidippotein interaction in signalling and
membrane traffic" 10-15 June 2005, Consorzio Makegri Sud, Santa Maria Imbaro, Chieti -
Italy.

"Meccanismi di Trasduzione del Segnale in Adesierigifferenziamento Cellulare”, presso la
Certosa di Pontignano, vicino a Siena dal 18 ahhézo 2005

Riunione della sezione Liguria-Lombardia-Piemontdlad SIB, tenutasi a NOVARA il 20
Maggio 2005.

EMBO Workshop “Invasive Growth: a Genetic Programn $tem Cells, Cancer, and Cancer
stem Cells” Third IRCC International Cancer Confee 26-29 Maggio 2005, Torino.

"3nd Italian RNA interference Symposium: applicagoin oncogenetics" Torino, martedi 7
giugno 2005

“3rd ANNUAL NATIONAL IHUPO CONGRESS 2005” OspedaMeterinario di Lodi, , 29th
september - 1st october

ANNO 11l

Convegno annuale della sezione Ligure-Lombardo-Bigese della societa italiana di
biochimica e biologia molecolare, Pavia 19 mag@o&

Workshop SIICA-SIC “Angiogenesi: basi molecolari ietplicazioni terapeutiche” CERTOSA

DI PONTIGNANO (Siena) 5-7 Giugno 2006

Congresso SIB 2006 - Riccione 28-30 settembre

“La proteomica in piemonte acquisizioni e svilupgi settori ambientale, clinico e alimentare”
Torino, 20 gennaio 2006

“Lipidi e segnali cellulari” Molini Marzoli Busto #sizio, venerdi 7 aprile 2006

Proteine 2006, Novara, 1-3 Giugno, 2006

IX Congresso nazionale CIB 7-9 settembre 2006 Dorin

Ho fatto parte del Comitato Organizzatore Localkecdagresso “Proteine 2006” tenutosi a Novara
presso la ex caserma Perrone dal 1 al 3 Giugno 2006
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ANNO IV

» Segnali di calcio in Piemonte; venerdi 2 febbrd&d02, Novara.

* Spring 2007 ABCD and UK Adhesion Society Meetinite€chanisms of Signal Transduction
in Cell Adhesion and Differentiation” Rome, 30-3%aMh 2007

« EMBO Conference Series on “Signaling in the immagstem” Lymphocyte antigen receptor
and coreceptor signaling; Siena 24-28 May 2007

* “Molecular Determinants of Cell Signalling”, Torir2b-27 Giugno 2007

» Sono stato relatore a “Phosphorylation, Signalin@i&ease” May 16 - 20, 2007, Cold Spring
Harbor Laboratory (NY)

COMUNICAZIONI A CONGRESSI (elenco completo: autotitolo, denominazione congresso,
sede, data)

A) Comunicazioni presentate personalmente (orali dgrps

ANNO |

* Comunicazione orale “New tool forn-DGK inhibition” 1st Italian RNA interference
Symposium, tenutosi il giorno 8 Giugno 2004 a Mdapresso IFOM - Istituto FIRC di
Oncologia Molecolare.

* Comunicazione orale “Diacylglycerol Kinas&é Is Required Forln Vitro Angiogenesis”
Riunione della sezione Liguria-Lombardia-Piemontdlad SIB, tenutasi a NOVARA il 14
Maggio 2004.

« Poster “HGF- and V-SRC-INDUCED ACTIVATION dakDiacylglicerol Kinase Are Required
For Epithelial-Mesenchymal Transition’FEBS Lectut®urse on Cellular Signaling & 4th
Dubrovnik Signaling Conference - Cavtat (Croati@)2

ANNO I

» Comunicazione orale “Src Control Of Diacylglyceihasea, Activity And Localization” al
FEBS Advanced Course on "Lipid-protein interactiosignalling and membrane traffic* 10-15
June 2005, Consorzio Mario Negri Sud, Santa Maniaaro, Chieti - Italy.

» Poster “Activation and membrane recruitment of Rgky Src-mediated phosphorylation of
tyrosine 335 are necessary and sufficient for odtility” al EMBO Workshop “Invasive
Growth: a Genetic Program for Stem Cells, Cancad &@ancer stem Cells” Third IRCC
International Cancer Conference, 26-29 Maggio 20@5ino.

ANNO I

» Comunicazione orale “Sap And Dgk-Their Interaction And Role In Immunity” Convegno
annuale della sezione Ligure-Lombardo-Piemonted&a dmcieta italiana di biochimica e
biologia molecolare, Pavia 19 maggio 2006

» Cominucazione orale “Diacylglycerol kinase alfa nsquired for in vitro angiogenesis”
Workshop SIICA-SIC “Angiogenesi: basi molecolari ietplicazioni terapeutiche” CERTOSA
DI PONTIGNANO (Siena) 5-7 Giugno 2006

* Comunicazione orale “Diacylglycerol kinase regutateac activation and HGF invasion”
Congresso SIB 2006 - Riccione 28-30 settembre

Ho fatto parte del Comitato Organizzatore Localecodagresso “Proteine 2006” tenutosi a Novara

presso la ex caserma Perrone dal 1 al 3 Giugno 2006

ANNO IV

» Poster “Diacylglycerol kinasex is a novel interactor and effector of SAP duringcéll
activation. A possible pharmacological target fdPxtreatment?” EMBO Conference Series on
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“Signaling in the immune system” Lymphocyte antigeneptor and coreceptor signaling; Siena
24-28 May 2007

 Comunicazione orale “Diacylglycerol kinase-a messatHGF-induced cell scattering, by
regulating Rac membrane targeting and activatidPhiidsphorylation, Signaling & Disease”
May 16 - 20, 2007, Cold Spring Harbor Laboratoryf§N

B) Altre comunicazioni

ANNO |

. ANBI 2004 - Villa Gualino, Torino “DiacilglicerolcCinasia (aDgk) E Fosfatidilinositolo-
4-Fosfato 5-Cinasi (Pi4p-5k): Progetto Per Lo Studi Un Possibile Crosstalk.”

. ANBI 2004 - Villa Gualino, Torino “Studio Del Coimlgimento Di Grelina Nel
Differenziamento Muscolare”

. FISV 2004 - Palacongressi, Riva del Garda “Diadgigbl Kinase-Alpha Is Involved In
Regulation Of Cell Adhesion To Extracellular Matrix

. FISV 2004 - Palacongressi, Riva del Garda “ProteosAmalysis Of a— Diacylglycerol
Kinase Associated Proteins And Effectors”

. SIC "XLVI Congresso Nazionale della Cocieta Itahadi Cancerologia" - Pisa 2004
“Diacylglicerol Kinase- Alpha Is Involved In Hgf-tluced Invasion Of Mammary Cells”

. Workshop Molecular advances in DAG signaling - MaqBpain) 2004

“Mechanism Of Activation And Role Of Alpha-Diacylglerol Kinase In Hgf Signaling In
Epithelial Cells.”

. BioScience2004, from molecules to organisms - Gas@Scozia) 15-17 novembre 2004
"aDiacylglycerol Kinase Is A Potential Target For Aogenesis And Metastasis Control”
. EMBO workshop Lymphocyte antigen receptor and cepemr signaling - Certosa di

Pontignano, Siena 11-15 settembre 2004

“a-Diacylglycerol Kinase Is Activated By Src And Grtbw Factors Through Tyrosine
Phosphorylation*

. ABCD 2004, Hotel Farnese, Roma

“Hgf- And V-Src-Induced Activation Of DiacylglycetdKinase@Are Required For Epithelial-
Mesenchymal Transition.”

ANNO Il

» “Diacylglycerol kinase-alpha regulates HGF-induaggithelial cell motility by acting on
focal complexes assembly and RACL1 localization acdtivation” Convegno Annuale SIB
Sezione Ligure-Lombardo-Piemontese. Novara, 20 ro&fif)5.

* “Ghrelin activity on cardio-vascular and musculgstem: an in vitro study and in vivo
perspectives.” CNB8: 8th national biotechnologygmass, Siena 7-9 settembre 2005.

* “ShRNA for a constitutive knock down of diacylglyot kinase alpha expression.” CNB8S:
8th national biotechnology congress, Siena 7-@sdite 2005.

* “Role of Diacylglycerol Kinase Alpha in EGF receptegulation.” FISV 2005, Riva del
Garda 22-25 settembre 2005

» “Alpha Dgk regulates HGF-induced epithelial cellthty by acting on focal complexes and
Racl localization and activation.” FISV 2005, Roe Garda 22-25 settembre 2005

 “ShRNA for a constitutive knock-down of Diacylglycd kinase alpha expression.”
Riunione nazionale dottorandi ABCD 2005, Castelthez®ascoli

* “Ghrelin activity on cardio-vascular and musculgstems: an in vitro study and in vivo
perspectives.” Riunione nazionale dottorandi ABQIDZ2, Castelvecchio Pascoli.

* “Role of Diacylglycerol Kinase a in EGF receptoguéation.” Riunione nazionale dottorandi
ABCD 2005, Castelvecchio Pascoli.
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* “Role of ghrelin in skeletal muscle differentiati@amd hypertrophy: characterization of its
biologic activity in vitro; identification of theeceptor and in vivo patho-physiological
implication.” Comitato Telethon Fondazione OnluScientific Convention. Salsomaggiore
Terme, Marzo 6-8, 2005

* “Role of Diacylglycerol Kinase a in RGF receptor guéation.”
ABCD 2005 - Certosa di Pontignano (Siena), Mar26Q5

» “Diacylglycerol Kinase-Alpha Regulates Hgf-InducEgdithelial Cell Motility By Acting On
Focal Complexes Assembly And Racl Localization Awtivation.” ABCD 2005 - Certosa
di Pontignano (Siena), Marzo , 2005

* |IX Congresso nazionale CIB 7-9 settembre 2005&ien
“Ghrelin activity on cardio-vascular and muscolgstems: an in vitro study and in vivo
perspectives”

“ShRNA for a costitutive Knock-down of Diacylglya# kinase alpha expression”

ANNO 11l

* FISV 2006 — Riva del Garda (TN), 28 settembre +ttdboe 2006

“Developement Of A New Tool To Study The Role Ofabylglycerol Kinase Alpha In Tumor

Progression.”

“Ghrelin Induces Differentiation And Fusion Of CZMyoblasts And Protects Myotubes From

Atrophy.”

. SIB 2006, 28-30 September 2006, Riccione

“Diacylglycerol kinase alpha regulates RAC actigatand HGF invasion”

“Ghrelin induces differenziation and fusion of CZCinyoblasts and protects myotubes from

atrophy”

The Italian Juornal of Biochemistry vol. 55 (2006) pagine 43 e 160

» Congresso Nazionale delle Biotecnologie CNB9 —Amr#-8 settembre 2006

“DGK-alpha regulates HGF- induced cell motilityalngh RAC”

“Ghrelin induces differenziation and fusion of CZCinyoblasts and protects myotubes from

atrophy”

 Gordon Conference “Growth Factor Signaling” — Catioeit College, New London, CT
(USA), 16-21 luglio 2006.

“Src-Mediated Phosphorylation Of DgkOn Tyrosine 335 Is Required For Its Activation,

Membrane Recriutment And Hgf-Induced Cell Motility.

* FEBS Special Meeting — Cellular Signaling - DubrigvCroatia), May 26 - June 1 2006

“ShRNA To Study The Role Of Diacylglycerol Kinasd¢pha In Tumorigenesis.”

» BRESCOM Brest Cancer and Metastasis Meeting —tinstCurie, Paris, France, 22-24 giugno
2006.

“Activation And Membrane Recruitment Of iDgk Are Mediated By Src-Dependent

Phosphorylation Of Tyrosine 335 And Are Required Hgf-Induced Rac Activation And Cell

Migration”

* Proteine 2006, 1-3 Giugno 2006, Novara

“DGK-a phosphorylation by Src is required for activationembrane recruitment and HGF

induced cell motility”

“Ghrelin activity on cardio-vascular and muscolaystems: an in vitro study and in vivo

perspectives”

“Dgk-a Regulates Hgf And V-Src —Induced Cell Motility Dugh Paxillin And Rac.”

* 41st Annual Meeting of the European Associationtfex Study of the Liver April 26 - 30,

2006, Vienna, Austria
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“The Stimulation Of Purinergic P2y Receptors PrassoHepatocyte Preconditioning Via A Src
And P38 Map Kinase-Dependent Mechanism”
Journal of Hepatology, volume 44, supplement 2 (2006) pagina S53

ANNO IV

* FEBS workshop “Invadopodia, Podosomes and Focakgidhs in Tissue Invasion” — Ortona,
8-13 settembre 2007.

“Dgka Mediates Hgf-Induced Epithelial Cell Migration, Begulating Ruffle Formation And Rac

Activation, And Represents A Good Candidate ForuRegn Of Tumor Progression.”

* Molecular Determinants of Cell Signaling, Terzo $®mo Nazionale SIBBM — Torino, 25-26
giungno 2007.

"Hgf-Induced Biological Effects In Kaposi’'s Sarcom@ells Dependon Alpha-Diacylglycerol

Kinase.”

« ABCD and UK Adhesion Society Meeting “Mechanisms @ignal Transduction in Cell
Adhesion and Differentiation” — Roma 30-31 marz€20

“Diacylglycerol Kinase-Alpha Mediates Hgf-Induce@ICScattering By Regulating Rac Membrane

Targeting And Activation.”

» Keystone Symposia “Molecular Target of Cancer” — isilar Resort, Whistler, British
Columbia, 18-23 marzo 2007

“Development Of A New Tool To Study The Role Of Byiglycerol Kinase Alpha In Tumour

Progression.”

» Phosphoinositides on the Slope — Fara San Mar@hae(i), 17-20 marzo 2007.

“Dgk Mediates Hgf- And V-Src-Induced Cell ScattegriBy Gulating Rac Activation And Paxillin-

Containing Focal Adhesion Reorganization.”

* Phosphoinositides on the Slope — Fara San Mar@hae(i), 17-20 marzo 2007.

“Diacylglycerol Kinaseat Phosphorylation By Src On Tyr335 Is Required Foctivation,

Membrane Recruitment And Hgf-Induced Cell Motility.

» Theleton Scientific Convention — Salsomaggiore Te(RPR), 12-14 marzo 2007

“Role Of Ghrelin In Skeletal Muscle Differentiaticlnd Hypertrophy: Characterization Of Its Of

Its Biological Activity In Vitro, Indentification ® The Receptor And In Vivo Patho-Physiological

Implication.”

ARTICOLI SCIENTIFICI PUBBLICATI NEL CORSO DEL DOTT®ATO (elenco completo)

* F. Chianale, S. Cutrupi, E. Rainero, G. BaldanZ, Porporato, S. Traini, N. Filigheddu, V.F.
Gnocchi, M.M. Santoro, O. Parolini, Wim J. van Biswijk, F. Sinigaglia and A. Graziani
Diacylglycerol kinasex mediates HGF-induced epithelial cell scatter lgutating Rac
activation and membrane ruffling
Mol Biol Cell. in press 2007 IF 6,52

* Baldanzi G, Cutrupi S, Chianale F, Gnocchi V, Reong, Porporato P, Filigheddu N, van
Blitterswijk WJ, Parolini O, Bussolino F, Sinigagli, Graziani A.

Diacylglycerol kinase-alpha phosphorylation by Syo Y335 is required for activation,
membrane recruitment and Hgf-induced cell motility.
Oncogene. in press 2007 IF 6,582

* Filigheddu N, Cutrupi S, Porporato PE, Riboni Flddazi G, Chianale F, Fortina E, Piantanida
P, De Bortoli M, Vacca G, Graziani A, Surico N.

Diacylglycerol kinase is required for HGF-induced/asiveness and anchorage-independent
growth of MDA-MB-231 breast cancer cells.
Anticancer Research. 27(2007):1489-1492. IF 79,4
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N. Filigheddu, V.F. Gnocchi, M. Coscia, M. CappeRi.E. Porporato, R. Taulli, S. Traini, G.
Baldanzi, F. Chianale, S. Cutrupi, E. Arnoletti, @he, A. Fubini, N. Surico, F. Sinigaglia, C.
Ponzetto, G. Muccioli, T. Crepaldi, A. Graziani

Ghrelin and des-acyl ghrelin promote differentiatand fusion of c2c12 skeletal muscle cells.
Molecular Biology of the Cell 18(2007):986-994 FI 6,52

R. Carini, E. Alchera, G. Baldanzi, D. Piranda,3plendore, M.G. De Cesaris, P. Caraceni, A.
Graziani, E. Albano

Role of p38 map kinase in glycine-induced hepatogsistance to hypoxic injury

Journal of Hepatology 46 (2007):692-699. IF 934.

Carini R, Alchera E, De Cesaris MG, Splendore Raritla D, Baldanzi G, Albano E.
Purinergic P2Y(2) receptors promote hepatocytestasce to hypoxia.

Journal of Hepatology 45 (2006) 236—245 IF 4.93

R. Bacchiocchi, G. Baldanzi, D. Carbonari, C. Capgm E. Colombo, W.J. van Blitterswijk,
A. Graziani and F. Fazioli

Activation of a—diacylglycerol kinase is critical for the mitogenproperties of Anaplastic
Limphoma Kinase.

Blood 2005 Sep 15;106(6):2175-82 IF 10,13

R. Carini, M.G. De Cesaris, R. Splendore, G. BatdaM.P. Nitti, E. Alchera, N. Filigheddu,
C. Domenicotti, M. A. Pronzato, A. Graziani andAdbano

Role of phosphatidylinositol 3-kinase in the deyehent of hepatocyte preconditioning
Gastroenterology 2004 Sep;127(3):914-23 IF 92,3

G. Baldanzi, S. Mitola, S. Cutrupi, N. Filigheddw/.J. van Blitterswijk, F. Sinigaglia, F.
Bussolino, A. Graziani

Activation of diacylglycerol kinase is required for VEGF-induced angiogenic signaling
vitro

Oncogene 2004 Jun 17;23(28):4828-38 IF 6,872
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Fig. 1. R59949 inibisce la chemiotassi indotta da H&in cellule SLK.

Migrazione di cellule SLK in risposta ad HGF 100/mg (A) o siero 10%(B) in
presenza od assenza di R5994QulDper 18 ore. | valori sono medie di sei replicati
errore standard; * = test T p<0,05 .
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Fig. 2. Dgka-KD inibisce la chemiotassi in cellule SLK.

Migrazione di cellule SLK-Dgé&-wt (colonne grigie) ed SLK-Dgk-KD (colonne nere)
in risposta ad HGF 100 ng/m(R) o siero 10%B) per 18 ore. | valori sono medie di sei
replicati + errore standard, * = test T p < 0,05.
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Fig. 3. R59949 inibisce I'adesione di cellule SLK fbronectina e collagene.

Cellule SLK sono state fatte aderire alle matriaicate per 45 minuti in assenza di
siero e in presenza od assenza di R59949. Le eailuh adese sono state rimosse con
tre lavaggi in PBS e le cellule adese sono statate e colorate con cristalvioletto. Le
cellule colorate sono state quantificate discioglil colorante in DMSO e misurando
'assorbanza a 570 nm. | dati sono medie di quatipticati + errore standard; * =test T
p < 0,05.
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Fig. 4. R59949 inibisce lo spreading di cellule SLKu fibronectina e collagene.
Cellule SLK lasciate aderire su pozzetti ricopdeifibronectingA) per 40 minuti o
Su pozzetti ricoperti da collagefi8) per 60 minuti con o senza R59949 [iMd. La
percentuale di cellule che hanno fatto spreadin@ steterminata tramite conta in
contrasto di fase (obiettivo 20X). | risultati soaspressi come media di triplicati +
errore standard, * =test T p < 0,05.
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Fig. 5. L’attivita di Dgk a &€ necessaria per la proliferazione di cellule SLK.

Cellule SLK ([] ), SLK-Dgh-wt ( [] ) ed SLK-Dgki-KD ( [} ) sono state fatte
aderire per 18 ore in presenza di siero. Succassinte le cellule sono state mantenute
per 30 ore in terreno senza siero addizionato dFHB0 ng/ml) o Siero 10% e in
presenza od assenza di R59949\. Nelle ultime 6 ore le cellule sono state marcate
con BrdU e successivamente l'incorporazione di BrélUencellule proliferanti e stata
guantificata con un saggio immunoenzimatico (celllifeation biotrak ELISA
system, Amersham). | dati sono medie di quattréicafp + errore standard. * =test T
p <0,05
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Fig. 6. Effetti di R59949 sulla trasduzione del segite di HGFR.

Cellule SLK sono state trattate con o senza R59919M per 30 minuti e
successivamente incubate o meno con l'anticorpaisgodi HGFR DO-24 (10
nm per 30 minuti). Le cellule sono state lisate opal aver portato tutti i
campioni alla concentrazione proteica di figfuL la fosforilazione di ERK 1/2
(A), Akt (B), p-38(C), Jnk (D) e stata misurata con il metodo bioplex. | dati
sono medie di triplicati + errore standard. * = fé$® < 0,05.
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Fig. 7. Effetti di Dgk-a KD sulla trasduzione del segale di HGFR.
) sono state trattate con
I'anticorpo agonista di HGFR DO-24 (10 nM per 30 atih Le cellule sono state
lisate e dopo aver portato tutti i campioni alla@entrazione proteica di 1@/l

la fosforilazione di ERK 1/2A), Akt (B), p-38(C), Jnk(D) e stata misurata con il
metodo bio-plex. | dati sono medie di triplicatiefrore standard. * = test T P <

Cellule SLK-Dgla-wt (

0,05.
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Fig. 8. Caratterizzazione delle linee cellulari di SLK
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Fig. 9 Il trattamento con CGS 21680, agonista selet tivo dei
reccettori purinergici A2, inibisce l'attivita DGK d | epatociti
primari.

Epatociti primari di ratto sono stati trattati per i tempi indicati con
CGS 21680 1 pM ed omogenati. L'attivita Dgk totale & stata
misurata in vitro con substati esogeni. Nel pannello A viene
mostrato un esperimento rappresentativo mentre in B viene
mostrata la quantificazione di tre esperimenti indipendenti
normalizzati per il controllo (* = test t p<0,05).
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Fig. 10 Sia il precondizionamento ipossico sia 'ad  enosina
inibiscono l'attivita Dgk di epatociti primari.

Attivita Dgk totale misurata in vitro con substati esogeni di
epatociti primari di ratto:

(A) pretrattati con 10 minuti di ipossia, tre esperimenti
normalizzati per il controllo (* = test t p<0,05);

(B) trattati con adenosina 10 pM per 15 minuti, quattro
esperimenti normalizzati per il controllo (*= test t p<0,05).
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Fig. 11 Il trattamento con CGS 21680, agonista sele ttivo dei
reccettori purinergici A2, inibisce Dgk- 0.

Epatociti primari di ratto sono stati trattati per i tempi indicati
con CGS 21680 1 puM e lisati.

A) Dgk-6 e stata immunoprecipitata con l'anticorpo SC.... e la
sua attivita misurata in vitro con substati esogeni. Viene
mostrato un esperimentp rappresentativo e la quantificazione di
tre esperimenti indipendenti (* = test t p<0,05).

B) Dgk-8 & stata immunoprecipitata con I'anticorpo ...... e la sua
attivita misurata in vitro con substati esogeni, Viene mostrato un
esperimentp rappresentativo e la quantificazione di  tre
esperimenti indipendenti (* = test t p<0,05).
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Fig. 12 CGS 21680 attiva RhoA in epatociti primari

Epatociti primari di ratto sono stati trattati per 30 minuti con
CGS 21680 1 uM e lisati. RhoA attivo e stato precipitato con
GST-rhotekin-RBD ed identificato mediante western blot.

A) esperimento rappresentativo, RhoA attivo associato a GST-
rhotekin-RBD (pannello superiore sinistro), e RhoA totale
(pannello superiore destro) sono stati rilevati con anticorpi anti
RhoAl, GST-rhotekin-RBD e stato rilevato con anticorpi anti
GST (pannello inferiore);

B) quantificazione del rapporto RhoA attivo/ RhoA totale da tre
esperimenti indipendenti normalizzati per il controllo. | dati sono
mostrati come media = errore standard (* = test t p<0,05).
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Fig. 13 L’inibizione di Rho con la trasferasi C3 blocc a
I'azione citoprotettiva di CGS 21680.

Vitalita cellulare di epatociti controllo o mantenuti in ipossia per
| tempi indicati in presenza od assenza di CGS 21680 1 uM o
C3 1 uM o entrambi.
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Fig. 14 L’inibizione di Dgk- 0, indotta da CGS 21680, é
mediata da RhoA

Epatociti primari di ratto sono stati pretrattati con C3 (120
Minuti 1uM), trattati per 30 minuti con CGS 21680 1 pM e
lisati. Dgk-8 € stata immunoprecipitata con I'anticorpo
S.Cruz N-16 e la sua attivita misurata in vitro con substati
esogeni, viene mostrato un esperimento rappresentativo e
la quantificazione di tre esperimenti indipendenti
normalizzati per il controllo (* = test t p<0,05).



DAG (ug/1076 epatociti)
w

2 -
1
controllo R59949 CGS 21680
B 75 ] —— controllo
S ™~ —— Ipossia
Q) ~
k= RN ___ipossia
s 501 T = = — CGS 21680
() T — ) )
z —=— ipossia
= R59949
T 257
=
0 ' ' ' S
30 60 90 120 minuti

Fig. 15 R59949 10 pM promuove l'accumulo di DAG e
protegge gli epatociti dalla morte cellulare indott a da ipossia.

A Quantificazione del contenuto cellulare di DAG in epatociti
controllo o trattati per 15 minuti con R59949 10 uM o CGS 21680
1 uM. | dati sono la media = errore standard di quintuplicati (*
test t p<0,05).

B Vitalita cellulare di epatociti controllo o mantenuti in ipossia per
| tempi indicati in presenza od assenza di CGS 21680 1 uM o
R59949 10 pM.



[t | UoFp

S 75] BYFP-Dgk-a
g |
@
= 50 [ [
O
(&}
g 25
8
=0

controllo ipossia ipossia

CGS 21680

Fig. 16 La sovraespressione di YFP-Dgk- a inibisce
I'effetto protettivo di CGS 21680 in cellule HTC.

Cellule HTC sono state trasfettate con GFP o YFP-Dgk-a.
Dopo 48 ore le cellule sono state sottoposte ad ipossia per 2
ore in assenza od in presenza di CGS 21680 1 uM. La vitalita
delle cellule GFP positive e stata valutata al FACS dopo
colorazione delle cellule necrotiche con propidio ioduro. | dati
sono la media * errore standard di tre esperimenti indipendi
(* t test p<0,05).
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Fig. 17 In cellule MDA-MB-231 HGF stimola una attivi ta
DGK R59949 sensibile

Cellule MDA-MB-231 sono state trattate per 15 minuti con
100 ng/ml HGF. Successivamente le cellule sono state
omogenate e l'attivita DGK totale misurata in presenza od
assenza di R59949 1 uM.
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Fig. 18 R59949 inibisce linvasione della matrice e la
crescita in soft agar di cellule MDA-MB-231

A) Saggio di invasione del matrigel in cellule MDA-MB-231
stimolate con 50 ng/ml HGFin presenza od assenza di 1 uM
R59949.

B) Crescita in soft agar di cellule MDA-MB-231 in 1% FCS in
presnza delle dosi indicate di R59949.

T test nei confronti del controllo ** p<0.01, p<0.05.



