SOMMARIO

- CAPITOLO 1 -INTRODUZIONE .....coiiitiiieiiiiintenieisie sttt
1.1 Virus € tUMOFIgENEST UMEANAL. ......eoiuiiiiiiiiiiaitieiiie st e siee sttt be st e siseasbeesbeesineenbee e
1.2 | Recettori Tirosina Chinasi (RTKS) .......cccccueu.e.
1.3 La sottofamiglia di plQOMe‘, recettore dell' HGF.
1.4 1l Mesotelioma Maligno Pleurico. ...........c.c.c.....
1.5 Asbesto 0 Amianto. .............c.......
1.7 SV40 e Mesotelioma. ..................... .
1.8 MoOrte CellUlare: APOPLOST € NECIOSI. .. ... uueeu e eit ettt et et et et et e e e e et o et e ea et reoee tee et eaee taa et e eee e et et aee seeaenaeanas 29

- CAPITOLO 2 -SCOPO DEL LAVORO ..ottt bbb b bbb b e b e s b e s b e a e s sb e s sb e s bbb 40

- CAPITOLO 3 -MATERIALI E METODI ...ttt stttk bbb b8t b bbb bbb bkt a bt bbbt ebe e
3.1 Colture cellulari. .........

3.2 Fibre d’ asbesto e asbestiformi. ..o

3.3 PCR € RT-PCR. .ttt ettt et

3.4 Saggi biochimici.... .

3.5 IMMUNOISTOCHIMICA. ......viiiiiiiiiiii e e

3.6 Trattamento con Suramina e Anticorpi BIOCCANTI. .........ccciiiiiiiiiiii s

3.7 Inibitori di PI3K, MAPK e Ikb-a...............

3.8 Analisi statistica

3.9 Analisi della CILOtOSSICILA. ........cccviiiiiiiiiii e

3.10 Analisi dell’ apoptosi. .... .

3.11 Analisi della Neosintesi di DNA. .........cooiiiii e

3.12 Analisi del CiClo CElUIAre. .........ccoiiiieii e

3.13 Analisi in microscopia elettronica. ...........cccoeeeereerinnne .

3.14 Analisi dell’ attivita trascrizionale (Electromobility Shift Assay - EMSA). .....c.cooiiiiiiiiiiiie et

3.15 Saggi DIOIOGIC. ..ottt

3.15.1 - Disaggregazione cellulare (Scatter ASSay). ......cccoeeervriieiineanes
C RS ST: To o [[o o W o 0] 11 (=] 2 V.4 o] 4 1= T RO VRTUPTOUP PRSPPI
3.15.3 - Saggio di CresCita AellE HUWVEC. .........oiiiiii ettt ettt b e bt bbbt e b e e s b bt e s bt e ebe e sh b e e abeeebeesaeeebeesbeeanbeanbee e 55
3.15.4 - Saggio di trasformazione (Focus FOrming ASSay). .......cccceeveerveenueenns
3.16 Analisi al MALDI e all' LCQ

- CAPITOLO 4 —RISULTATI - CORRELAZIONE TRA INFEZIONE VIRALE E ATTIVAZIONE DI PROTO-ONCOGENL........ccccovnene. 58
4.1 Il sistema HGF/Met Nel MM PIEUFICO. ......couiiiieiiiiiie ettt
4.2 Correlazione tra attivazione costitutiva di Met ed espressione di Tag nel MM pleurico. ..
4.3 Semi-permissivita del mesotelio umano ad SV40. .........cccocceveeieene
4.4 L’ espressione di Tag induce autocrinia HGF/Met. ..... .
4.5 L’ autocrinia HGF/Met indotta da Tag € RD-dipendente..........cooiiiiiiiiiiiienie e
4.6 La early region di SV40 induce autoCriNia VEGF/FIEL.........co.uiiuiiiiiiii ittt sttt st e et sbe e ib e s be e sbs e e nbeenbeeneee s 70

- CAPITOLO 5 — RISULTATI - STRATEGIE ANTI-APOPTOTICHE SV40-DIPENDENTI E SV40-INDIPENDENTI ...oeovvviiiiiiccinn 73
5.1 CitotossiCita da ASDESLO. ......cccceiiiiiii i,
5.2 Laresistenza all’ apoptosi HGF-dipendente & mediata dalla via di PI3K/Akt................. .
5.3 PI3K/Akt protegge il mesotelio da apoptosi attraverso la mancata up-regulation di CD95/Fas. ........cccccovveeiiiiiiinieniennenn
5.4 L’ attivazione di NF-kB promuove protezione da apoptosi delle cellule di MM..........cccooiiiiiiiiiiiieniie s
5.5 L’ esposizione cronica delle SV40-HMC alle fibre d’asbesto promuove trasformazione cellulare ...............ccooooiiiiiiii i, 86

- CAPITOLO 6 —RISULTATI — DINAMICHE DELLA COOPERAZIONE TRA SV40 ED ASBESTO/FIBRE ASBESTIFORMI

6.1 FIUOTrOEAENITE Ed EFIONILE. ....cuiiiiiiiiei ettt bbb bbbt bt bbb e s b e e s b e s b e e b e sb e b e e bbb e e s bt 91
6.2 La neosintesi di DNA indotta da erionite non & solo una compensazione del danno cromosomale ma consente proliferazione

CRIIUIATE. ...t bbbt b et b e h e e b o b e bt e b e b e b4 e s b e e b e e b4 e s b e e b e e b s e h b e b e e b b oo b e AR e eb s e b e E e e b e e b bbb b e e na s 96
6.3 L’ esposizione cronica a fibre di erionite promuove di per sé trasformazione del mesotelio Umano. ..........ccocceeieeiiiiiieneeniesiees 98

- CAPITOLO 7 —RISULTATI - ANALISI IN SPETTROMETRIA DI MASSA DEGLI EFFETTI DI SV40 SUL PROFILO DI

FOSFORILAZIONE IN TIROSINA ...ttt ittt ettt b bt bbb e bbb e b2 h 4R b b AR b et b e bt b e bt b e e bt e bbbt b e et be e 102
7.1 Analisi mediante Spettrometria di Massa di standards proteici fOSforilati............cocoeiiiiiiiiciiii s
7.2 MALDI-MS-TORF . ...ttt bbbkt sr et nb e
7.3 Ricerca delle modificazioni mediante analisi degli shifts di massa. .
7.4 LCQ (Liquid Chromatography QUAAIUPIE). .......cceeiueiiiiiiiieiiie ittt
7.5 Analisi dei profili di fosforilazione in cellule Tag-positive € Tag-NEGatIVE. .. ........uiu ittt e e e e e e 113
= CAPITOLO 8 -DISCUSSIONE ... .cccittitiiitiittsteeete sttt ettt ettt b et b skt eb e e e st ek e bbb e e b e A8 e e b £ AR e b e e £kt e b e e eh e ke nb e s e bt e bt e bbbt ab bt nnes 115
- CAPITOLO 9 - BIBLIOGRAFIA. .. ittt ittt e et et et e e et et e e e oot et et ot e e ettt e e e ee eee e ere e aee e e 130

- CAPITOLO 10 - ATTIVITA’ FORMATIVA

F0.1 - COrSi ittt

10.2 - Frequenza in altri laboratori

10.3 - Stage..............

10.4 - Seminari interni al Dipartimento di Scienze Mediche ..
10.5 - Partecipazione a congressi..........ccevuennee. .

10.6 - Pubblicazioni SCIENtIfiCNe. ...........cociiiiiiii e



