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Introduzione

Le malattie cardiovascolari sono oggi una tra le principali cause di morte nel mondo. Il fattore
scatenante di queste patologie è l’arteriosclerosi, processo di ispessimento ed indurimento delle
pareti arteriose che determina una riduzione del calibro vasale. Le principali sindromi cliniche di
origine arteriosclerotica interessano il miocardio, l’encefalo, l’apparato gastroenterico, i reni e i vasi
degli arti inferiori. In tutti gli eventi arteriosclerotici si osserva la comparsa di fenomeni di morte
cellulare. In particolare nel miocardio la sede principale di questa patologia sono le arterie
coronarie. Nel cuore la riduzione dell’afflusso di sangue, inadeguata ossigenazione e apporto di
glucosio al tessuto,  determina un processo progressivo di perdita di cardiomiociti che costituiscono
il reale danno al miocardio. Negli stadi iniziali la perdita di cardiomiociti viene compensata da
ipertrofia, che può evolversi in cardiomiopatia dilatativa ed eventualmente in tempi successivi in
insufficienza cardiaca (Seidman et al., 2001; Knoll et al., 1996; Weisman et al., 1988). Diversi studi
hanno indicato che la morte cellulare nel miocardio  è generata sia da eventi di apoptosi che di
necrosi (Gill et al., 2002; Freunde et al., 2000; James et al., 1998; Kajstura et al., 1996; Gottlieb et
al., 1994).
Il Fattore di Crescita Epatocitario, HGF, è noto per le sue proprietà proliferative, motogeniche,
morfogeniche e anti-apoptotiche in cellule epiteliali ed endoteliali, nonché per il fondamentale ruolo
fisiologico svolto in processi di rigenerazione tissutale e angiogenesi. Una sempre più crescente
attenzione viene riservata a questo fattore di crescita nelle patologie cardiovascolari (Morishita et
al., 1998).  HGF ed il suo recettore, la tirosina chinasi Met, svolgono un ruolo importante nel
miocardio, sono coinvolti nel suo sviluppo durante l’embriogenesi (Rappolee et al., 1996), e
vengono riespressi ad alti livelli in seguito a danno indotto da ischemia e ripefusione (Ueda et al.,
2001, 1999; Aoki et al., 2000; Nakamura et al., 2000; Zhang et al., 2000; Ono et al., 1997;
Matsumori et al., 1996). In particolare sono fortemente positive all’analisi immunoistochimica per
HGF le cellule dell’endotelio, le cellule interstiziali e i macrofagi circolanti, mentre i cardiomiociti e
l’endotelio capillare è fortemente positivo per l’espressione di Met (Ueda et al., 2001; Ono et al., 1997).
HGF si è inoltre dimostrato un fattore cardioprotettivo in vivo e anti-apoptotico in vitro (Nakamura
et al., 2000) indicando un suo possibile utilizzo terapeutico nei casi di danno al cuore (Duan et al.,
2003). Studi clinici e sperimentali hanno messo in evidenza la correlazione tra le concentrazioni
plasmatiche di HGF ed eventi arteriosclerotici, suggerendone un potenziale utilizzo come marker
diagnostico (Kawamoto et al., 2003; Yamamoto et al., 2002; Matsumori et al., 1998-2000-2002).
Attualmente sono allo studio strategie terapeutiche da applicarsi in caso di danno cardiaco e, in
particolare, sono stati riportati modelli sperimentali di terapia genica con l’utilizzo di HGF
ricombinante (Shimamura et al., 2004; Aoki et al., 2000; Sakakura et al., 2000, Duan et al., 2004).
Di notevole importanza scientifica è stata la documentazione della presenza di cellule staminali
cardiache nel miocardio adulto, seppure in numero estremamente esiguo. Queste aumentano nel
caso di danno cardiaco (Beltrami et al., 2003). In sistemi sperimentali queste cellule sono in grado
di autorinnovarsi, sono clonogeniche, multipotenti e sono in grado di dare origine a cellule di
muscolo cardiaco, cellule della muscolatura liscia, e cellule endoteliali ((Beltrami et al., 2003).
Queste scoperte hanno aperto alla possibilità di terapia cellulare. Poichè le cellule staminali
cardiache sono molto poche, si sta studiando la possibilità di utilizzare cellule mesenchimali
staminali, quali quelle presenti nel midollo osseo, che possono eventualmente essere indotte alla
transdifferenziazione in senso cardiomiogenico in seguito a particolari trattamenti (Makino et al.,
1999; Forte et al., submitted). In modelli sperimentali di ischemia miocardica, cellule staminali
derivate dal midollo osseo, quando inoculate nel miocardio, hanno contribuito alla rigenerazione
della porzione infartuata (Orlic et al., 2001).
Anche le piastrine giocano un ruolo importante nelle malattie cardiovascolari. Esse possono aderire
alla parete vasale in seguito a danno oppure in condizioni di elevata pressione sanguigna, sono in
grado di formare aggregati, sono reputate responsabili della formazione di trombi e placche



ateromatose. È stato riportato che fattori di crescita quali PDGF (Platelet Derived Growth Factor),
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e SCF (Stem Cell factor) influenzano la funzionalità
delle piastrine, modulandola rispettivamente in senso negativo o positivo (Vassbotn et al., 1994;
Selheim F et al., 2002; Grabarek et al., 1994).

Scopo del lavoro

In questo periodo il mio lavoro si è focalizzato su tre linee di ricerca, tutte connesse con il sistema
cardiovascolare. In particolare:

1. espressione di Met nelle piastrine e azione di HGF sulla loro funzionalità. Analisi delle vie
della trasduzione del segnale attivate in questi elementi.

2. espressione e ruolo di HGF e Met in cellule mesenchimali staminali adulte murine
3. possibilità di utilizzare anticorpi monoclonali, precedentemente dimostrati essere agonisti

del recettore Met, come fattori anti-apoptotici per i cardiomiociti, considerato che tutte le
risposte biologiche indotte da HGF sono mediate dal suo recettore. Analisi delle vie
trasduzionali attivate in queste cellule.

Materiali e Metodi

Colture cellulari e reagenti

Le piastrine utilizzate provengono da prelievi venosi e sono state isolate da sangue intero mediante
tecnica di gel filtrazione su colonna di Sepharose 2B. Cellule mesenchimali staminali sono state
preparate nel laboratorio di Cardiologia Molecolare e Cellulare, all’Università Tor Vergata di Roma e
sono state utilizzate per studi di biochimica. H9c2 è una linea cellulare stabile di cardiomioblasti isolati
da embrioni di ratto; queste cellule sono coltivate in terreno DMEM con 10% FBS. HL-4 è una linea
stabile di cardiomioblasti isolati dal miocardio di topo e immortalizzati con SV-40; queste cellule sono
coltivate in terreno Clycomb con 10% FBS in piastre rivestite di una miscela di Fibronectina (0,001%) e
Gelatina (0,02%).
Si sono utilizzati gli anticorpi monoclonali DO-24 e NO-23, precedentemente prodotti nel laboratorio,
specifici per due epitopi diversi del dominio extracellulare del recettore Met, che cross-reagiscono
attraverso le specie. L’anticorpo di controllo AR-3 è specifico per una mucina espressa prevalentemente
da cellule trasformate. Questi anticorpi monoclonali sono stati usati sia per identificare il recettore sulle
cellule (cellule mesenchimali staminali di midollo osseo di topo) o sulle piastrine, sia come agonisti del
recettore Met. Inoltre si sono utilizzati i  seguenti anticorpi commerciali per l’analisi in Western blot:
anti-Met, anti-Gab1, anti-PI3 kinase (Santa Cruz), anti-PY (UBI), anti-Syk e anti-GP1b (Santa Cruz).
Negli studi di cardioprotezione è stato utilizzato come fattore apoptotico doxorubicina, gentilmente
donataci dalla Farmacia dell’Azienda Ospedaliera “Maggiore della Carità” di Novara. In tutti gli
esperimenti effettuati è stato utilizzato HGF ricombinante (Peprotech).

Analisi citofluorimetrica dell’espressione di Met in piastrine

Per verificare l’espressione di Met sulla membrana di piastrine, queste sono state fissate con
paraformaldeide 3% e incubate con l’anticorpo  monoclonale DO-24 e anticorpo secondario anti-mouse
FITC coniugato. Nel controllo è stato omesso l’anticorpo monoclonale.

Cinetica di attivazione di Met

Per valutare la funzionalità del recettore Met espresso sulla membrana piastrinica, 107 piastrine, sono
state stimolate con HGF (100 ng/ml) per tempi diversi a 37°C. La reazione è stata bloccata lisando le



piastrine con tampone RIPA, in presenza di inibitori di proteasi citosoliche e ortovanadato. Gli estratti
chiarificati sono stati processati direttamente o dopo immunoprecipitazione con anticorpi specifici per
Met per la separazione in corsa elettroforetica e analisi in  Western blot.

Esperimenti di co-stimolazione

Per analizzare dal punto di vista biochimico l’interazione di HGF con Trombina, forte e specifico
agonista piastrinico, le piastrine sono state stimolate con HGF (100 ng/ml) per 30 secondi e
successivamente con Thr (0,1 U/ml) per 10 secondi. Le piastrine sono state quindi lisate e processate
come precedentemente descritto e analizzate in Western blot.

Immunoprecipitazione e analisi in Western blot

Per verificare la capacità di HGF esogeno di attivare il recettore Met su MSC, abbiamo stimolato cellule
mesenchimali staminali con HGF (50 ng/ml) per 15 minuti, quindi abbiamo lisato in tampone DIM-
0,1% TX-100 in presenza di una miscela di inibitori di proteasi e ortovanadato. Gli estratti sono stati
immunoprecipitati con anticorpi Met specifici e quindi separati in SDS-PAGE. L’immunodecorazione è
stata eseguita con gli anticorpi anti-fosfotirosina e anti-Met. L’analisi delle vie di trasduzione attivate è
stata condotta su estratti in 2% SDS bollente e analizzati in Western diretto con gli anticorpi anti MAPK
ERK1/2-P e anti MAPK p38-P e anti AKT-P e anti proteina specifici.
Per valutare la capacità degli anticorpi DO-24 ed NO-23 di attivare il recettore Met in cardiomiociti di
ratto, abbiamo stimolato con HGF (50 ng/ml), DO-24, NO-23 o AR-3 (20nM) per 15 minuti cellule
H9c2 in condizioni di sub-confluenza e quindi lisate in tampone DIM-0,1%TX-100, in presenza di un
cocktail di inibitori di proteasi e di ortovanadato o in 2% SDS. Sono state quindi processate come
descritto precedentemente  e analizzate in Western blot.

Esperimenti di protezione da apoptosi indotta da doxorubicina

Per valutare la proprietà cardioprotettiva degli anticorpi agonisti di Met, DO-24 e NO-23, sono state
utilizzate le linee cellulari stabili di cardiomiociti H9c2 di ratto e HL-4 di topo, trattate con
doxorubicina, antraciclina utilizzata nella chemioterapia tumorale, e in grado di indurre apoptosi
nelle cellule cardiache. Le cellule (5x103) sono state piastrate nei micropozzetti di piastra da 96 e
lasciate crescere per 48 ore. Il terreno di coltura è stato sostituito con terreno privo di siero e, dove
richiesto, le cellule sono state trattate con HGF (50  ng/ml), anticorpi monoclonali (DO-24 o NO-
23) o di controllo (AR-3) (20 nM) per 1 ora in presenza di 5% CO2 a 37°C. Successivamente le
cellule  sono state trattate con doxorubicina (10 µM) per un’altra ora. Dopo due ore il terreno è stato
sostituito con terreno fresco DMEM 10% FBS e incubate per altre 16 ore. Per valutare l’azione
protettrice dei fattori di interesse si è usato un test di vitalità cellulare trattando le cellule con una
soluzione di MTT (sali di tetrazolio) per 3 ore. Le cellule presenti nella piastra sono state solubilizzate
in DMSO e l’assorbanza letta a 570 nm. Il valore di assorbanza letto è proporzionale alla quantità di
cellule vitali presenti nella coltura.

Risultati

Met è espresso sulla superficie piastrinica

L’analisi in citofluorimetria a flusso di piastrine incubate con l’anticorpo monoclonale DO-24 ha
rilevato la presenza di Met sulla membrana di piastrine umane.

Le piastrine esprimono il recettore di HGF funzionalmente attivo



L’analisi in Western blot di immunoprecipitati di lisati piastrinici, ottenuti in seguito a stimolazione
tempo dipendente da HGF (100 ng/ml), ha rilevato che il recettore di HGF, c-Met, viene fosforilato dal
suo ligando e che il picco di attivazione è rilevabile dopo 10 secondi di stimolazione, permane ancora a
30 secondi e progressivamente si spegne a tre minuti.
L’analisi di proteine co-precipitate con Met ha evidenziato il reclutamento della proteina adattatrice Gab
1 e della proteina chinasi PI3-K, trasduttori noti del recettore. Inoltre è stata rilevata l’associazione con
la proteina GP1b, recettore del fattore di von Willebrand, che è espresso unicamente dalle piastrine. La
co-associazione delle due molecole recettoriali fa pensare ad un “cross-talk” che influenza l’attività
aggregatoria delle piastrine.
In esperimenti di attivazione di Met mediata da HGF è stata rilevata  anche l’associazione di Syk al
recettore Met attivato,  importante proteina coinvolta nell’attivazione piastrinica, appartenente alla
famiglia della tirosina chinasi citoplasmatica Src.

Trombina potenzia l’attivazione di Met mediata da HGF

Stimolando le piastrine con solo HGF (100 ng/ml) per 30 secondi, oppure con sola Trombina (0,1 U/ml)
10 secondi o con entrambe i fattori, si è osservato che il recettore veniva fosforilato solo in presenza di
HGF, ma non di trombina. Stimolando per 30 secondi  con HGF e successivamente con trombina, si
osserva un effetto di potenziamento dell’azione di HGF sul recettore.

Attivazione di Met e delle ERK1/2, AKT e p38 MAPK mediata da HGF in MSC (mesenchymal
stem cells)

Estratti cellulari di cellule MSC stimolate o meno con HGF (50 ng/ml) sono stati analizzati in Western
blot in seguito a immunoprecipitazione con anticorpi anti-Met specifici. L’immunodecorazione con
anticorpi anti fosfotirosina ha rilevato la fosforilazione di Met indotta da HGF esogeno.
L’analisi delle vie di trasduzione attivate da HGF ha messo in luce l’attivazione delle proteine MAPK
ERK1/2 e p38 in modo e tempo dipendenti. L’attivazione di Met induce anche la fosforilazione di AKT.
L’attivazione di queste vie trasduzionali indica come HGF agisca da un lato come fattore motogenico,
attivando la via di PI3 K e di ERK1/2, e dall’altro come fattore differenziativo, bloccando la
proliferazione mediante attivazione di p38MAPK.
Esperimenti paralleli condotti dal laboratorio di Cardiologia Cellulare e Molecolare, dell’Università di
Tor Vergata hanno poi dimostrato che HGF ha effetto motogenico su MSC, come risulta da esperimenti
di Wound Healing, mentre è in grado di bloccare la proliferazione FCS (Fetal Calf Serum) dipendente e
ha effetto differenziativo in senso cardiomiogenico su queste cellule.

Doxorubicina induce apoptosi in cardiomiociti

Il trattamento con Doxorubicina di cardiomiociti induce apoptosi in maniera dose dipendente e tempo
dipendente. In cellule H9c2 e HL-4 l’azione della doxorubicina è stata osservata a sedici ore di
trattamento con dosi di 10 µM di doxorubicina. Gli esperimenti di cinetica d’azione del farmaco hanno
messo in evidenza che già a sei ore di trattamento era rilevabile l’effetto apoptotico dell’antraciclina.
(dati non mostrati).

Gli anticorpi agonisti di Met contrastano l’azione apoptotica della doxorubicina in cardiomiociti

Entrambe le linee cellulari utilizzate come modelli di studio, H9c2 e HL-4, sono state pre-trattate con
HGF, anticorpi agonisti di Met DO-24 e NO-23 o di controllo AR-3 per circa un’ora prima di essere
incubate in presenza di doxorubicina. L’analisi ottenuta mediante saggio di vitalità cellulare con MTT
ha dimostrato che gli anticorpi agonisti di Met agiscono riducendo l’effetto pro-apoptotico della
doxorubicina su cardiomiociti. In particolare il trattamento con l’agonista totale di Met, DO-24, ha
ridotto l’effetto del farmaco di circa il 60% rispetto al controllo in cellule HL-4, mentre in cellule H9c2
l’effetto di riduzione dell’azione citotossica di doxorubicina è del 25%. Su entrambe le linee testate



l’azione dell’anticorpo DO-24 sembra lievemente più potente rispetto all’HGF stesso. L’anticorpo NO-
23, invece, sembra avere un minor effetto protettivo dall’azione della doxorubicina, dando un valore di
protezione di circa un 36 %  sia su HL-4 e di circa un 18% su H9c2.

Gli anticorpi agonisti di Met, DO-24 e NO-23, attivano Met e la cascata delle MAPK e di AKT

Dopo stimolazione delle cellule H9c2 con HGF, con gli anticorpi agonisti di Met (DO-24 e NO-23) o
con l’anticorpo di controllo negativo (AR-3) per 15 minuti, sono stati preparati dei lisati cellulari con
detergente. Il recettore Met precipitato da questi lisati con anticorpi specifici è risultato attivato, ossia
fosforilato in tirosina, in cellule stimolate con HGF  o con gli anticorpi DO-24 allo stesso livello, e, a un
livello inferiore, ma comunque significativo, in cellule stimolate con l’anticorpo NO-23. L’analisi in
Western blot dei trasduttori di Met coinvolti nella risposta anti-apoptotica ha rilevato che entrambi gli
anticorpi attivano la cascata delle MAPK ERK1/2 e AKT. Anche in questo caso l’attivazione indotta da
DO-24 è risultata più forte rispetto a quella indotta dal monoclonale NO-23. I dati biochimici
concordano con quelli ottenuti nei saggi in vitro e indicano che l’anticorpo monoclonale DO-24 attiva il
recettore e le vie di trasduzione del segnale, nonchè la risposta anti-apoptotica in modo più efficace
dell’anticorpo monoclonale NO-23. L’anticorpo DO-24 è quindi quello che verrà studiato per le sue
capacità cardioprotettrici in vivo in topi.

Conclusioni

Gli studi condotti su piastrine, MSC (mesenchymal stem cells) e cardiomiociti mettono in luce il
ruolo che HGF ed il suo recettore Met hanno nel panorama della fisiologia e della patologia
cardiovascolare. Non solo HGF è importante nella protezione da apoptosi di cardiomiociti e nel
ripristino del tessuto danneggiato da ischemia (Nakamura et al., 2000; Duan et al., 2003), ma esso
ha un ruolo anche nella modulazione dell’attività piastrinica durante l’aggregazione.
Lo studio condotto sulle piastrine, in collaborazione con il laboratorio di Biochimica, del
Dipartimento di Scienze Mediche, ha dimostrato che Met è espresso sulla membrana piastrinica, ed
è funzionalmente attivo. L’interazione HGF/Met agisce modulando la funzionalità delle piastrine
diminuendo gli effetti indotti dallo stimolo con importanti agonisti piastrinici quali trombina e
trombossano A2. In seguito a stimolazione con HGF Met viene rapidamente fosforilato
reversibilmente, ed è in grado di reclutare molecole adattatrici e trasduttori noti di Met, quali Gab 1
e PI3K. Non solo, Met attivato associa alla glicoproteina GPIb, recettore del fattore di von
Willebrand, e alla tirosina chinasi citosolica Syk, due importanti molecole nel processo di
attivazione piastrinica. L’azione di HGF sulla attività piastrinica è simile a quanto già documentato
per il PDGF (Vassbotn et al., 1994).
Gli studi condotti in collaborazione con il laboratorio di Cardiologia Cellulare e Molecolare,
Università di Tor Vergata di Roma, su cellule staminali mesenchimali di topo, hanno documentato
che sia Met che HGF sono espressi in queste cellule seppur a bassi livelli, e che la loro espressione
è aumentata dalla stimolazione con HGF esogeno. HGF inoltre è in grado di fosforilare il recettore e
ciò attiva un serie di vie trasduzionali che coinvolgono le proteine MAPK ERK1/2 e p38 e la
proteina AKT. Saggi in vitro di Wound Healing hanno rilevato l’azione motogenica di HGF su
cellule MSC, questo suggerisce come le aumentate concentrazioni sistemiche di HGF in seguito a
danno cardiaco, possano agire da fattori chemotattici per queste cellule verso il cuore. Inoltre gli
studi in microscopia confocale hanno messo in evidenza l’azione differenziativa in senso
cardiomiogenico di HGF su MSC, bloccando la proliferazione e inducendo l’espressione di
specifici marcatori cardiaci quali MHCα.
Infine gli studi condotti  su linee stabili di cardiomiociti, dimostrano che gli anticorpi monoclonali
agonisti di Met, DO-24 e NO-23, sono in grado di inibire l’azione apoptotica della doxorubicina, in
modo simile ad HGF. Questo ci permette di suggerire il possibile impiego di queste molecole come
sostituti di HGF nella cardioprotezione da apoptosi. Le molecole anticorpali presentano notevoli
vantaggi di impiego rispetto ad HGF. Sono reagenti facili da ottenere in grandi quantità,



relativamente poco costosi e sono molecole molto più stabili del ligando naturale  HGF. Inoltre oggi
con le sempre più avanzate tecniche di biologia molecolare possono essere facilmente riformattati
per migliori e maggiori applicazioni.
In conclusione i dati ottenuti dai nostri studi ci permettono di considerare HGF e Met due possibili
elementi chiave nello sviluppo futuro di eventuali studi per il disegno e l’applicazione di nuove
terapie nel campo cardiovascolare.
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