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INTRODUZIONE

Il legame di fattori di crescita ai recettori ad attivita tirosin chinasica (RTKS)
determina la trasduzione di segnali intracellulari implicati nel controllo della
sopravvivenza, della proliferazione e del differenziamento.

Parallelamente i recettori attivati iniziano una complessa cascata di eventi di
regolazione negativa che modula 'intensita e la durata delle risposte intracellulari.

Un corretto equllibrio tra segnali positivi e negativi € fondamentale per
'omeostasi cellulare: la prevalenza di segnali positivi determina uno stato di
prolungata stimolazione cellulare correlato allo sviluppo di patologie neoplastiche
e malattie autoimmuni, mentre la predominanza di segnali negativi &€ associata a
patologie caratterizzate da immunodeficienza (Bache et al., 2004; Dikic &
Giordano, 2003) .

L'esito della segnalazione negativa é l'attenuazione transitoria o definitiva

della trasmissione del segnale.

Endocytosis

degradation

(Schlessinger et al, 2000)

Esistono molteplici meccanismi di attenuazione transitoria che intervengono nella
regolazione della durata e dell’ampiezza delle risposte intracellulari, tra i quali

compartimentalizzazione degli effettori, modificazioni post-traduzionali e inibizione



dell'attivita catalitica attraverso la defosforilazione mediata da specifiche fosfatasi
(Schlessinger, 2000).

La terminazione definitiva del segnale € mediata, invece, dalla degradazione
proteica. Il modello generale di inibizione irreversibile dellattivita dei RTKs
prevede la rapida diminuzione dei recettori attivati esposti in membrana (“down-
regulation”), attraverso l'accelerazione dell’endocitosi mediata da vescicole di
clatrina e il successivo indirizzamento delle proteine internalizzate al

compartimento degradativo lisosomiale (Waterman & Yarden, 2001).

Clathrin-coated

Ly s osarrie Multivesicular Body

Il prodotto del proto-oncogene RON é un recettore ad attivita tirosina chinasi
appartenente alla sottofamiglia del recettore dellHGF (Hepatocyte Growth
Factor). Il gene RON umano codifica una glicoproteina transmembrana
sintetizzata come precursore a singola catena (prl170), successivamente tagliato
a generare la forma matura del recettore (p185), un eterodimero costituito da una
catena a extracellulare di 35 KDa e da una catena (3 transmembrana di 150 KDa,
unite da un ponte disolfuro (Gaudino et al., 1994). L'interazione del recettore con
il suo ligando MSP (Macrophage Stimulating Protein) determina l'attivazione di
molteplici vie di trasduzione del segnale coinvolte nel controllo della

proliferazione, della migrazione e del differenziamento tra cui Ras/MAPK (Li et al.,



1995), PI-3K/Akt (Wang et al., 1996), JNK/SAPK (Chen et al., 2000), B-Catenin
(Danilkovitch-Miagkova et al., 2001), NF-kB (Santoro et al., 2003a).

Evidenze sperimentali indicano il coinvolgimento di Ron nei processi di
progressione tumorale e metastatizzazione. Il recettore interviene nella
transizione  epitelio-mesenchimale che caratterizza il processo  di
metastatizzazione (Thiery, 2002) e la sua attivazione in vitro determina
dissociazione delle cellule epiteliali, migrazione ed invasione della matrice
extracellulare (Wang et al., 2003) .

Sono stati documentati tre meccanismi, iperespressione, mutazioni
puntiformi, delezioni, che possono determinare un’attivazione impropria della
chinasi recettoriale (Maggiora et al., 1998; Santoro et al., 1998; Wang et al.,
2003).

Recenti evidenze sperimentali indicano che I'attivita di segnalazione di Ron &
finemente modulata all'interno della cellula. E’ stato dimostrato che la proteina
fosfatasi PP1 e in grado di regolare negativamente la via di Akt/PKB attivata dal
recettore in risposta allMSP (Santoro et al., 2003b).

Inoltre, studi condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che il recettore
attivato e in grado di reclutare 'ubiquitina ligasi E3 c-Cbl, noto regolatore negativo
di molti recettori tirosina chinasi (Thien & Langdon, 2001). C-Cbl interagisce in
maniera diretta con le tirosine recettoriali Y*°*" e Y33 tramite il suo dominio PTB
o Iin maniera indiretta, mediata dall'adattatore Grb2, promuovendo
l'ubiquitinazione del recettore attivato (Thien & Langdon, 2001). Il ruolo di c-Cbl
nell’'ubiquitinazione indotta da ligando é stato dimostrato anche per altri RTKSs, tra
i quali 'TEGFR (Levkowitz et al., 1998), il PDGFR (Lee et al., 1999), il CSF-1R
(Miyake et al., 1999) e I' HGFR (Peschard et al., 2001).

L'ubiquitinazione indotta da ligando riveste un ruolo cruciale nella
regolazione negativa dei RTKs, intervenendo nel meccanismo di “down-
regulation” e di smistamento dei recettori internalizzate.

Il “pattern elettroforetico” dei RTKs ubiquitinati € caratterizzato da una
strisciata dovuta alla presenza di forme a diverso peso molecolare, compatibile
con una modificazione dovuta alla coniugazione di catene di ubiquitina
(poliubiquitinazione) o all’addizione multipla di singole molecole a residui di lisina

diversi (multiubiquitinazione).



E’ stato dimostrato recentemente che 'EGFR e il PDGFR, in seguito ad
attivazione indotta da ligando, risultano multiubiquitinati (Haglund et al., 2003b;
Mosesson et al., 2003), e a questo tipo di modificazione e stato attribuito un ruolo
cruciale nel controllo dell’indirizzamento dei recettori ubiquitinati al lisosoma
attraverso l'interazione sequenziale con le molteplici proteine endocitiche (Epsin,
Epsin-15, Hrs; Polo et al., 2002) recanti motivi UIM (ubiquitin-interacting motifs).
Il sistema proteolitico del proteasoma 26S e, invece, principalmente deputato alla
degradazione di protéfg°®iedsbliche e nucleari. Evidenze sperimentali recenti
dimostrano, tuttavia, che I'attivita del proteasoma é richiesta per lo smistamento
delle molecole internalizzate alla degradazione nel lisosoma (Hammond et al.,
2003; Alwan et al., 2003). Recentemente € stato inoltre proposto per il recettore
dell’eritropoietina (Epo-R) un meccanismo di degradazione sequenziale, che
prevede I'intervento di entrambi i sistemi proteolitici (Walrafen et al., 2004).

Non vi sono quindi evidenze di un processo degradativo che accomuna i

recettori di membrana.



SCOPO DEL LAVORO

Nelllambito del progetto di ricerca iniziato il primo anno di dottorato sulla
caratterizzazione dei meccanismi coinvolti nella regolazione negativa del recettore
Ron, il lavoro sperimentale, nel secondo anno, e stato indirizzato allo studio del
ruolo dell’ubiquitinazione e dei principali sistemi proteolitici cellulari nella
degradazione recettoriale. E’ stata inoltre verificata I'importanza dell’integrita di
guesta modalita di regolazione negativa per la terminazione dei segnali attivati dal

recettore in risposta allMSP.

RISULTATI

Il recettore Ron attivato, diversamente da altri RTKs, € modificato tramite
addizione di catene di poliubiquitina.

Recentemente é stato dimostrato che il tipo di ubiquitinazione a cui sono
soggetti i recettori per il PDGF e per 'EGF in seguito a stimolazione & dovuto
all’addizione multipla di singole molecole di ubiquitina (multiubiquitinazione) su
diversi residui di lisina (Haglund et al., 2003b; Mosesson et al., 2003).

Poiché le diverse modalita di ubiquitinazione rappresentano segnali
differenti per il destino metabolico delle proteine modificate abbiamo
caratterizzato il tipo di modificazione a cui va incontro il recettore Ron, utilizzando
due approcci sperimentali diversi. Lo scorso anno abbiamo ottenuto dati
preliminari mediante l'utilizzo di un vettore di espressione codificante una forma
mutata dell’'ubiquitina (Ub-KO) non in grado di formare catene di poliubiquitina.
L'assenza del segnale di ubiquitinazione osservata esprimendo il recettore in
associazione all’Ub-KO suggeriva che il tipo di modificazione a cui va incontro |l
recettore prevede I'addizione di catene di ubiquitina (poliubiquitinazione).

Per confermare questo dato abbiamo utlizzato due anticorpi monoclonali in
grado di discriminare tra multi- e poliubiquitinazione. Uno € in grado di rilevare sia
monomeri che catene di poliubiquitina (P4D1), [laltro non riconosce singole

molecole di ubiquitina (FK1).



E’ stato valutato il segnale di ubiquitinazione del recettore Ron e, come
controllo, del’lEGFR espressi entrambi in modo stabile in cellule NIH-3T3. Mentre
nel caso del’lEGFR e stato ottenuto, come atteso, un segnale di ubiquitinazione
soltanto con I'anticorpo P4D1, Ron ha mostrato un “pattern” simile con entrambi
gli anticorpi, confermando la presenza di catene di poliubiquitina (fig.1).

| risultati ottenuti indicano, pertanto, che il recettore Ron €& soggetto a
poliubiquitinazione, una modificazione non osservata sugli altri recettori tirosina

chinasi finora caratterizzati.

L’'MSP induce la degradazione del recettore Ron.

Sulla base di dati di letteratura che indicano il coinvolgimento
dell'ubiquitinazione nella regolazione della degradazione abbiamo caratterizzato
la degradazione di Ron in risposta al’MSP in cellule NIH-3T3 esprimenti
stabilmente il recettore (NIH-Ron).

E’ stato valutato il livello del recettore mediante immunoblotting utilizzando
un anticorpo policlonale diretto contro il dominio intracellulare della catena 3.

La cinetica di degradazione di Ron é risultata significativamente piu lenta di quella
osservata per altri RTKs (Chiarugi et al., 2002; Jeffers et al., 1997), con ancora |l
30% di recettore presente dopo 8 ore di continua stimolazione (fig.2).

MIZ4T che, sulla base dei dati ottenuti lo

Al contrario, il mutante oncogenico Ron
scorso anno, non € in grado di interagire con l'ubiquitina ligasi c-Cbl, non viene

significativamente degradato in seguito a stimolazione.

L’inibizione dell'attivita del proteasoma, ma non del lisosoma, impedisce la

degradazione di Ron e ne sostiene l'attivazione.

Evidenze sperimentali indicano che il lisosoma esercita un ruolo
fondamentale nella “down-regulation” dei recettori tirosina chinasi attivati, mentre
la poliubiquitinazione € associata alla degradazione proteica mediata dal
proteasoma 26S (Haglund et al., 2003a). E’ stato pertanto valutato il ruolo di
questi sistemi proteolitici nella degradazione indotta da MSP del recettore Ron

poliubiquitinato.



Abbiamo inizialmente analizzato la cinetica di degradazione di Ron in
cellule NIH-Ron preincubate con lactacistina, un inibitore altamente specifico
dell'attivita del proteasoma (Fenteany & Schreiber, 1998). In queste condizioni la
degradazione recettoriale e stata totalmente abrogata (fig.3a), con livelli di
recettore significativamente piu alti rispetto al controllo non trattato a tutti i tempi
della cinetica presa in esame.

La specificita dell’azione della lactacistina sulla degradazione di Ron e stata
dimostrata utilizzando cellule NIH-3T3 esprimenti in modo stabile TEGFR (NIH-
EGFR). Come atteso, l'inibitore non ha determinato variazioni significative alla
cinetica di degradazione del’lEGFR (fig.3b). Analoghi risultati sono stati ottenuti su
entrambe le linee cellulari con I'inibitore meno selettivo MG132.

Abbiamo inoltre verificato il ruolo della degradazione proteica nella

terminazione dell’attivita di segnalazione di Ron.
A tale scopo abbiamo valutato lo stato di attivazione di due note vie di
segnalazione, la via di PI3K/Akt e la via delle MAPK. La quota di recettore che
sfugge alla degradazione resta attiva, come dimostrato dalla persistenza di forme
fosforilate delle proteine ERK-1,2 e Akt (fig. 3a).

| dati ottenuti dimostarno che la degradazione del recettore &€ necessaria per
un’efficiente interruzione della sua attivita di trasduzione del segnale.

Esperimenti analoghi sono stati condotti in presenza di un inibitore
dell'attivita del lisosoma, per verificare I'eventuale coinvolgimento di questo
compartimento “down-regulation” di Ron. In cellule trattate con concanamicina, un
inibitore della pompa protonica vacuolare ATP dipendente, & stata osservata solo
una debole stabilizzazione recettoriale, statisticamente non significativa e
comungque non sufficiente a sostenere I'attivazione delle due vie di segnalazione
(fig. 4a). Al contrario la concanamicina ha marcatamente limitato la degradazione
dellEGFR (fig.4b), in accordo con dati di letteratura che dimostrano Il
coinvolgimento del compartimento lisosomiale nella degradazione di questo
recettore(Alwan et al., 2003; Waterman & Yarden, 2001). Tali risultati sono stati
confermati utilizzando la clorochina, un inibitore meno specifico dell'attivita del
lisosoma.

| dati ottenuti indicano che I'attivitd del proteasoma €& necessaria per la
degradazione di Ron, mentre il compartimento lisosomale non & determinante

nella proteolisi del recettore intero.



L'inibizione del proteasoma stabilizza il recettore attivato a livello della
membrana plasmatica.

Per valutare la localizzazione subcellulare delle molecole recettoriali che si
accumulano in condizioni di alterata attivita del proteasoma e stata condotto un
esperimento di biotinilazione di superficie.

Cellule NIH-Ron o NIH-EGFR sono state o meno trattate con lactacistina o
concanamicina e stimolate con l'opportuno fattore di crescita. Dopo una
marcatura della superficie cellulare con biotina le cellule sono state lisate ed é
stata condotta un'immunoprecipitazione con anticorpi anti-recettore. Dopo 8 ore di
stimolazione con MSP e stata ancora evidenziata una frazione di recettore
esposta in membrana (fig.5), suggerendo che la lenta cinetica di degradazione
possa essere correlata ad un basso ritmo di internalizzazione. |l trattamento con
lactacistina ha impedito la dimunuzione del livello di recettore esposto in
membrana. Come atteso, [linibitore non ha influenzato la degradazione
del’lEGFR. Il trattamento con concanamicina, pur inibendo la degradazione
del’lEGFR, non ha tuttavia impedito la sua internalizzazione, come dimostrato
dalla scomparsa del recettore biotinilato a 8 ore dalla stimolazione.

Questi dati indicano che l'inibizione del proteasoma sostiene l'attivazione di
Ron non solo impedendo la sua degradazione, ma anche stabilizzando il recettore

esposto in membrana.

\

L’internalizzazione del recettore intero non e richiesta per la sua
degradazione.

Per verificare se l'aumentata stabilita in membrana del recettore in
presenza di lactacistina fosse dovuta ad un’inibizione dell’internalizzazione o
piuttosto ad un aumentato riciclo, abbiamo effettuato un saggio di
internalizzazione basato sull'utilizzo della tripsina. Questo approccio sperimentale
sfrutta I'attivita triptica per tagliare il dominio extracellulare del recettore esposto in
membrana, consentendo lidentificazione delle molecole internalizzate, la cui
migrazione in SDS-PAGE non viene quindi variata (Ceresa et al., 1998).

Esperimenti preliminari in cellule NIH-Ron non trattate e stimolate con MSP,
non hanno consentito di rilevare, a nessun punto della cinetica presa in esame,

molecole recettoriali protette dall'attivita della tripsina, quindi internalizzate (fig.6a



e 6b). Come atteso il livello del precursore intracellulare prl70 e risultato
invariato.

L’attendibilita della metodica é stata confermata dai risultati ottenuti da un
esperimento analogo sulle stesse cellule, esprimenti PDGFR endogeno, stimolate
con PDGF. A partire da 45 minuti dall’aggiunta del fattore di crescita & stato
riscontrato un aumento del livello di recettore intero, come descritto in letteratura
(Chiarugi et al., 2002).

| risultati ottenuti suggeriscono che l'endocitosi del recettore intero non
rappresenta un processo fondamentale per sua degradazione.

La localizzazione intracellulare del recettore in seguito a stimolazione con
MSP e stata verificata anche in microscopia confocale. A tale scopo & generata
una linea cellulare esprimente in modo stabile il recettore Ron recante un tag HA
all'estrimita C-terminale, per ovviare alla indisponibilita di anticorpi anti-Ron
utilizzabili in immunofluorescenza. Mentre nel caso dellEGFR si osserva una
evidente internalizzazione del recettore in risposta al ligando, in cellule NIH-
RonHA la localizzazione recettoriale non risulta alterata dopo stimolazione con

MSP (fig. 7). Risultati analoghi sono stati ottenuti con stimolazioni piu prolungate.

L’inibizione dell'attivita di metallopeptidasi limita la degradazione di Ron.

I modello di degradazione recettoriale indipendente dall’internalizzazione
suggerisce l'esistenza di meccanismi alternativi, che prevedono un taglio
proteolitico del recettore a livello della membrana plasmatica ed il successivo
indirizzamento della porzione intracellulare alla degradazione nel proteasoma.

Per verificare tale ipotesi e stato valutato l'effetto sulla degradazione
recettoriale di un pannello di inibitori di proteasi appartenenti a diversi classi
enzimatiche. Come mostrato in figura 8, l'inibitore di metallopeptidasi 1,10-
fenantrolina ha determinato una marcata riduzione della degradazione di Ron,
suggerendo un coinvolgimento di enzimi appartenenti a questa classe nel

processo degradativo del recettore.
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PROSPETTIVE FUTURE

Sulla base dei dati ottenuti, il lavoro sperimentale futuro sara volto ad
elucidare il meccanismo di degradazione di Ron mediante esperimenti mirati a
chiarire I'effettivo ruolo dell’internalizzazione in questo processo.

Verra pertanto valutata la degradazione recettoriale indotta da MSP in
condizioni di inibita endocitosi. A tale scopo saranno utilizzati approcci diversi:

* inibitori chimici dell’endocitosi (concanavalina, clorpromazina)

 linea cellulare esprimente in modo inducibile un mutante dominante

negativo della dinamina (K44A), proteina necessaria per I'endocitosi
dipendente da vescicole di clatrina

» silenziamento genico di proteine coinvolte nel processo endocitico (Hrs,

catena pesante della clatrina) mediante RNAI

Saranno effettuati studi su linee tumorali in cui €& stata riscontrata
un’iperespressione di Ron (Chen et al., 2000; Maggiora et al., 1998; Wang et al.,
2003) per valutare eventuali alterazioni a carico del meccanismo di degradazione
del recettore. Saranno inoltre studiati gli effetti di una forzata degradazione
recettoriale indotta da iperespressione di c-Cbl

Infine verra valutato se il silenziamento genico di Ron mediante RNAI determini

una regressione del fenotipo tumorale in queste linee cellulari.
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EGF: - - - +
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IB: FK1
160—
IB: P4D1
160—
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IP: Ron IP: EGFR

Fig. 1. Dopo stimolazione con MSP (300 ng/ml, 20 min.) o EGF (100 ng/ml, 15
min.) cellule NIH-Ron o NIH-EGFR sono state lisate e gli estratti sono stati
immunoprecipitati con anticorpi anti-recettore e sottoposti a SDS-PAGE e
immunoblotting con anticorpo anti poli-ubiquitina (FK1). Dopo stripping, il filtro &
stato decorato con aticorpi anti mono-/poli-ubiquitina (P4D1) e anti recettore.
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Fig. 2. Cellule NIH-3T3 esprimenti in modo stabile Ron o il mutante Ron

IB: Ron

IB: tubulin

M1254T

sono state lisate dopo stimolazione con MSP (300 ng/ml) per diversi tempi e gli
estratti totali sono stati sottoposti a SDS-PAGE ed immunoblotting con anticorpi

diretti contro la porzione C-terminale di Ron e contro la a-tubulina.

13



a

MSP (hrs): 0 3 6 8 0 3 6 8
Lactacystin: - - - - + + + +

— --—- IB: Ron

[ —— ¥ LA

S — S S = B P_AKt

IB: tubulin

total lysates

120
g 10 ——
z —i—
S 804
2 ——MSP
T 60 '
Z o —l— MSP-+Hactacystin
= 404
©
X 20+
O ) ) ) ) ) ) ) 1

o
=
N
w
IN
o
o
~
©

EGF (hrs): 0 1 3 5 0 1 3 5
Lactacystin: - - - - + + + +

--- “'--‘ IB: EGFR

DR S— S S = | |B: tubulin

total lysates

Fig. 3. Cellule NIH-Ron o NIH-EGFR, trattate 0 meno con lactacistina, sono
state lisate dopo stimolazione con MSP o EGF per diversi tempi e gli estratti
totali sono stati sottoposti a SDS-PAGE. Pannello a. Analisi in immunoblotting e
rappresentazione grafica dell’analisi densitometrica di tre diversi esperimenti.
Pannello b. Analisi in immunoblotting di un esperimento rappresentativo di tre.
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Fig. 4. Cellule NIH-Ron o NIH-EGFR, trattate 0 meno con concanamicina, sono
state lisate dopo stimolazione con MSP o EGF per diversi tempi e gli estratti
totali sono stati sottoposti a SDS-PAGE. Pannello a. Analisi in immunoblotting e
rappresentazione grafica dell’analisi densitometrica di tre diversi esperimenti.
Pannello b. Analisi in immunoblotting di un esperimento rappresentativo di tre.
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Fig. 5. Cellule NIH-Ron o NIH-EGFR, trattate 0 meno con concanamicina o
lactacistina, sono state stimolate con MSP o EGF per otto ore. Dopo marcatura
delle proteine di superficie tramite biotinilazione, gli estratti totali sono stati
sottoposti a SDS-PAGE e Western blotting.
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Fig. 6. Cellule NIH-Ron sono state stimolate con MSP o PDGF per diversi
tempi. Sono state quindi poste in ghiaccio e sottoposte all’attivita della tripsina
per 30'. Dopo inattivazione della tripsina, le cellule sono state quindi lisate e gli
estratti totali sono stati analizzati in immunoblotting.
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Fig. 7. Cellule NIH-RonHA o NIH-EGFR sono state stimolate con MSP o EGF
per 20’. Dopo fissazione e permeabilizzazione sono state incubate con anticorpi
anti-HA o anti-EGFR e successivamente con anticorpi secondari coniugati con
FITC. | preparati sono stati analizzati in microscopia confocale ed é stata
riportata una sezione rappresentativa (obiettivo 40X).
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Fig. 8. Cellule NIH-Ron, trattate 0 meno con 1,10-fenantrolina, sono state lisate
dopo stimolazione con MSP per diversi tempi e gli estratti totali sono stati
sottoposti a SDS-PAGE e analizzati in immunoblotting con anticorpi anti-Ron e

anti-o-tubulina.
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