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INFLUENZA DEGLI ESTROGENI
SULLA RISPOSTA PIASTRINICA
ALLA TROMBINA

Effetti non genomici del 178-estradiolo in piastrine
umane: potenziamento dell’aggregazione indotta da
trombina attraverso I'azione del recettog@per gl

estrogeni e della cinasi Src



RIASSUNTO

L'impatto degli estrogeni sul sistema cardiovasaola la loro abilita nel regolare la
funzione piastrinica € una questione controversardcente scoperta della presenza del
recettore per gli estrogeni nelle piastrine rendestg cellule degli ottimi modelli per lo
studio degli effetti non genomici di questo ormoNel presente lavoro, € stato investigato
il meccanismo di segnalazione dePi&stradiolo nelle piastine umane isolate da donator
maschi sani. Il 13-estradiolo € in grado di causare una rapida fdafione delle tirosina
chinasi Src e Pyk2, e la formazione di un compleissegnalazione che comprende Src,
Pyk2 e la fosfatidilinositolo 3-chinasi. Entrambk gventi dipendono dall’'ingaggio del
recettorep per gli estrogeni. Abbiamo scoperto che il recet{®d per gli estrogeni nelle
piastrine umane si trova associato alla membrana, guito di trattamento con 37
estradiolo, si verifica l'attivazione di quelle @iani di Src e di Pyk2 associate alla
membrana, ma non di quella citosolica. Al contranion e stata rilevata alcuna attivazione
della fosfatidilinositolo 3-chinasi nelle piastritieattate con estrogeni. f+stradiolo da
solo non induce direttamente alcuna risposta [iést; ma € in grado di potenziare
fortemente sia I'attivazione della integrinay,3s, sia 'aggregazione piastrinica indotte da
basse concentrazioni di trombina. Questi effettiseno dimostrati dipendenti dal
recutamento del recettofleper gli estrogeni e sono associati ad un fortetteffsinergico
con la trombina sulla attivazione di Src. In cosane, questi risultati indicano che il&7
estradiolo € in grado di modulare la funzionalit@sfrinica svolgendo un ruolo

proaggregante.




INTRODUZIONE

Gli estrogeni ed il sistema cardiovascolare

Gli ormoni steroidei legano recettori nucleari eggalano una moltitudine di processi
biologici che comprendono la morfogenesi, la peoézione cellulare, il differenziamento
e lapoptosi (Beato et al., Mangelsdorf et al.). lBtente e stato scoperto che, oltre a
guest’azione classica, gli ormoni steroidei possamche indurre effetti rapidi, detti anche
non-genomici, in vari tipi cellulari (Falkensteint @l.) Questi effetti includono la
regolazione della adenil ciclasi, la stimolazioriepd1RAS e della mititogen-activated
protein kinases (MAPKs), [lattivazione della fosfinositolo 3-chinasi e Ila
mobilizzazione del Ca2+ dai depositi intracellugBzego et al., Song et al., Simoncini et
al., Morley et al., Migliaccio et al., Valera et,aHonda et al.,, Russell et al.). E’ stato
inoltre riportato che gli estrogeni sono in gradandluire sul funzionamento del sistema
cardiovascolare. Ad esempio, l'ingaggio del reaettper gli estrogeni associato alla
membrana causa una rapida stimolazione della osdidoo sintasi endoteliale, favorendo
la produzione di NO nelle cellule endoteliali (Chenal.,, Haynes et al.). Inoltre si é
scoperto che gli estrogeni alterano in metabolisd@lle lipoproteine plasmatiche,
promuovendo da un lato il decremento delle lipogira a bassa densita (LDL) e dall’altro
l'incremento delle liporproteine ad alta densitd(t) (Walsh et al.).

Effetti degli estrogeni sulla funzionalita piastrinica

Il ruolo degli ormoni steroidei nella regolazionelld funzionalita piastrinica & stato per
anni oggetto di investigazioni che hanno riportaaltati contrastanti (Elkes et al., Ross et
al., Fuster et al., Bar et al., Bouboulas et allleMet al., Anwaar et. Al). Molte di queste
contraddizioni potrebbero essere dovute ai diversdelli sperimentali presi in analisi.
Infatti, mentre alcuni studi sono stati eseguiti piastrine lavate esposte ad alte
concentrazioni di ormoni, altri hanno analizzataifposta funzionale di piastrine isolate
da donatori in trattamento con estrogeni. Inoltee molti anni il razionale per questo tipo
di indagini & stato messo in discussione per lpaesia assenza del recettore in queste
cellule. Tuttavia di recente sia il recettardER-01) che (ERB) il B sono stati identificati
nelle piastrine circolanti (Khetawath et al., Jdyauwdran et al.), suggerendo che dli

estrogeni potrebbero avere effetti non-genomicigueste cellule anucleate. Le vie di



trasduzione del segnale e le conseguenze fisidlegiell'attivazione dei recettoa e 3
nelle piastrine umane non era mai stato investigegoedentemente.

In una moltitudine di linee cellulari, compreseQes-7 e le MCF-7, il 178-estradiolo
(17B-E2) induce la attivazione della chinasi Src eda associazione allo stesso recettore
per gli estrogeni (Migliaccio et al., Di Domenicb &.). E' omai noto che Src attiva una
cascata di trasduzione del segnale intracellulaeecoinvolge diversi effettori, compresi le
MAPK, Pyk2 e PI3-K. Ad esempio la attivazione diteteninati geni € mediata dalla
attivazione Src-dipendente delle MAPK (Chao et @upng et al., Li et al.). Inoltre Src
attivata lega e fosforila la tirosina chinasi PyKhao et al., Duong et al., Li et al.).Tutti
qguesti elementi che sono coinvolti nell'attivaziocellulare mediata da estrogeni sono
presenti nelle piastrine umane. In particolare stpieellule esprimono livelli molto alti di
diverse tirosina kinasi, compresa Src e Pyk2, Bliqrengono rapidamente fosforilate in
tirosina durante le fasi precoci della aggregazipiastrinica (Raja et al., Canobbio et al.).
Inoltre, PI3-K, un enzima molto versatile che data la produzione dei 3-fosfoinositidi e
controlla vari eventi cellulari (Kovacsovic et athang et al., Keely et al., Shaw et al.), &
stato visto coimmunoprecipitare con Pyk2 nelle tpas sia resting, ovvero non attivate,
che in quelle attivate (Sayed et al.) ed & necespar la fosforilazione in tirosina indotta
da agonisti (Koziak et al.).

Sebbene le piastrine possiedano elevati livelkhdnasi appartenenti alla famiglia di Src
(Varshney et al.), in particolare Src, Fyn, Lyn esY il loro ruolo non € stato ancora
completamente chiarito. Diverse evidenze dimostreim® la chinasi Src nelle piastrine
potrebbe essere strettamente correlata con la a®goé della funzione adesiva
dell'integrina a,;p33. Infatti Src associa fisicamente con l'integring s ed € attivata a
seguito dell'adesione piastrinica mediatacggl3;s (Obergfell et al.). Inoltre la chinasi Src
giocherebbe un ruolo importante nella segnalaziamgde-out” indotta da agonisti, che
porta al cambio di conformazione dell'integrinaseemuello a piu alta affinita di legame

per il fibrinogeno (Bauer et al., Hers et al.).

Nel presente lavoro, l'effetto del trattamento clmsi acute di estrogeno sulla funzionalita
di piastrine ottenute da donatori maschi sani & st&estigato e sono state caratterizzate le
vie di trasduzione attivate da BRI recettore per gli estrogeni principalmenterespo in

gueste cellule.



METODI

Preparazione delle piastrine e studi di aggregazi@n

Campioni di sangue intero sono stati ottenuti daatlari sani, maschi, adulti di 20-40 anni
che non hanno assunto farmaci nelle due settimegeegenti. 1l prelievo € stato eseguito
utilizzando ACD (130 mM acido citrico; 152 mM citeadi sodio; 112 mM glucosio),
come anticoagulante. Le piastrine, ottenute tragetdiltrazione su una colonna di CL-2B
sefaroso come gia descritto in precedenza (Tortiakt, sono state portate alla
concentrazione di 3 x fGcellule/ml in HEPES buffer contenente 2 mM Gal@ mM
MgCl, and 2 mM glucosio. | campioni di piastrine (0.4) rebno stati precondizionati a
37°C in un lumiaggregometro prima dell'aggiuntal@® nM 1PB-E2 o trombina (0.02 e 1
U/ml). Le piastrine sono state preincubate per&tbsdi con 100 nM I¥E2 prima della
stimolazione con trombina. L'inibitore delle tirasi chinasi PP1 (10 uM) é stato aggiunto
15 minuti prima della stimolazione, mentre I'indmie competitivo del ER, ICI 182,780 (10
MM) é stato aggiunto contemporaneamente @HBZ. L'aggregazione piastrinica e stata

monitorata nel tempo come incremento della trasmitd.

Localizzazione subcellulare di ER® e delle proteine segnale in piastrine trattate con
17B-E2

Piastrine gel-filtrate sono state trattate con dwuf® con 100 nM 1F-E2 per tempi
crescenti, e membrane e citosol sono stati prapksahdo le cellule con digitonina,
essenzialmente come descritto da Barry and GibBilguote di citosol e della frazione
ricca in membrane, contenenti la stessa quantitpratieine totali, sono state separate
mediante SDS-PAGE su gel di poliacrilamide al 8fasferite su membrane di PVDF e
marcate con anticorpi anti-BRo anti-caspasi-9. La frazione delle membrane ta gtaltre
marcata con anticorpi specifici contro Src, SrcfdeByr416 (pSrc-Tyr416), Pyk2 e
p85/PI13-K. Le bande immunoreattive sono state ailev mediante reazione di

chemioluminescenza.

Analisi della fosforilazione di Src indotta da trombina e da 1B-E2
Campioni di piastrine gel-filtrate sono state ingt#gcon concentrazioni crescenti dpi7
E2 (1 nM to 1uM), con 0.02 U/ml trombina, o con 100 nMZE2 e 0.02 U/ml trombina

per tempi che andavano da 15 a 180 secondi, codieain nelle figure. In alcuni



esperimenti, 1M ICI 182,780 é stato aggiunto alla sospensionstpiaca insieme al
17B-E2. Aliquote di ciascun campione contenenti lsstequantita di proteine sono state
analizzate assieme mediante immunoblotting utihdpaanticorpi anti-pSrc-Tyr416 e anti-
Src.

Immunoprecipitazione

Piastrine gel-filtrate, resting o trattate con 1068 17B-E2 (0.4 x 16 cellule/ml),
eventualmente pre-incubate a 37°C corpMPP1 o 50 nM wortmannina per 15 minuti,
sono state lisate in tampone da immunoprecipitazix (100 mM Tris/HCI, pH 7.4, 200
mM NaCl, 2 mM EGTA, 2 % Nonidet P40, 0.5 % sodimskacolato, 20 % glicerolo, 20
pg/ml leupeptina, 2Qug/ml aprotinina, 2 mM PMSF, 2 mM MO, 2 mM NaF). Dopo
pre-clearing con Proteina A-Sefaroso, i surnataotio stati incubati con anticorpi anti-
p85/P13-K o anti-Pyk2 (Lug) per 2 ore a 4°C, immunoprecipitati con@ali proteina A-
Sefaroso per 45 minuti e lavati tre volte con tangaa immunoprecipitazione 1X. Le
proteine immunoprecipitate sono state separate amedli SDS-PAGE, trasferite su
membrane di PVDF e marcate con anticorpo anti fosfina. In alcuni esperimenti, le
membrane sono state strippate e nuovamente ma@atanticorpi anti-p85/PI3-K o anti-
Pyk2. Negli esperimenti di coimmunoprecipitazione, cellule sono state lisate con
tampone di lisi al 1% NP-40 (1% NP-40, 150 mM N&&ll, mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM
EDTA, 10 mM NaF, 10 mM N#,0;, 0.4 mM NaVO,, 10 pg/ml leupeptina, 4ug/ml
pepstatina e 0.1 U/ml aprotinina). Campioni contéinéa stessa quantita di proteine
(solitamente 2 mg) sono stati immunoprecipitati enticorpi anti-ER per 1 ora a 4°C in
presenza di 5@l di biglie di proteina A-Sefaroso. Le proteine imnoprecipitate sono

state analizzate mediante immunoblotting con argicgpecifici come descritto sopra.

Analisi dell'attivazione di PI3-K in piastrine trat tate con 1B-E2

| campioni di piastrine sono stati incubati con pame o con 100 nM PFE2 per 1
minuto, o stimolate con 1U/ml trombina o coru®l U46619 per 3 minuti. Aliquote di
ciascun campione contenenti la stessa quantitaadeipe, sono stati separati mediante
SDS-PAGE su gel di poliacrilamide al 10 %, traséesu membrana di PVDF e marcate
con anticorpi anti-fosfo-Akt-Ser473 o anti-fosfo4Akhr308. In parallelo, analoghe
aliquote dei campioni sono state analizzate tramit@unoblotting con l'anticorpo anti
Akt.



Misurazione delle concentrazioni intracellulari di Ca** e cAMP

Il plasma ricco in piastrine é stato incubato cou\8 FURA-2/AM a 37°C per 40 minuti
prima della gel-filtrazione su Sefaroso CL-2B. Ca@mp di piastrine precondizionate a
37°C sono stati stimolati con 100 nMLE2. Le concentrazioni di Gaintracellulare
sono state misurate in uno spettrofluorimetro, cde®eritto in precedenza da Sinigaglia et
al. Per la misurazione delle concentrazioni di cAMRmpioni contenenti 1 x 10
cellule/ml sono stati incubati a 37°C con 100 nMB-E2 per 30 secondi. Le piastrine sono
state lisate ed il contenuto di cCAMP e stato vattanediante l'utilizzo di un kit

commerciale.

Misura del legame di PAC-1 mediante citometria a fisso

Il legame di PAC-1 a piastrine gel-filtrate e stat@urato essenzialmente come descritto
da Shattil et al., con alcune modifiche. Aliquote sbspensione piastrinica (3 x 210
cellule/ml) sono state stimolate con tampone, W08l o 1 U/ml trombina, 100 nM B¢

E2, 0 100 nM 1[3-E2 per 30 secondi prima dell'aggiunta di 0.02 UgrlU/ml trombina.
La stimolazione € stata portata avanti per 10 miauB7°C in presenza dell'anticorpo
PAC-1 coniugato-FITC (2.pg/ml), e poi fermata aggiungendo 4 volumi di unluzsone

al 0.5% di paraformaldeide. In alcuni esperimdatizellule sono state preincubate a 37°C
con 10uM PP1 per 15 minuti prima della stimolazione, o ctchpuM ICI 182,780.
L’analisi citofluorimetrica € stata eseguita utitmdo un FACScalibur Beckton-Dickinson,
acquisendo i dati di 5000 eventi per campione. igaificativita delle differenze tra due

serie di dati & stata valutata mediante t testwhé&ht.



RISULTATI

Attivazione della chinasi Src in piastrine trattatecon 1B3-E2

E’ ormai ben noto dalla letteratura il coinvolginendella chinasi Src nelle vie di
trasduzione del segnale attivato d$-E2 in diversi tipi cellulari (Migliaccio et al. 2%,
Migliaccio et al. 1998, Di Domenico et alAl fine di comprendere i possibili effetti del
17B-E2 sulle piastrine, abbiamo preso in considerazibipotesi che 'ormone fosse in
grado di promuovere l'attivazione della tirosinanasi Src. Piastrine gel-filtrate sono state
incubate con concentrazioni crescenti dB-E2 per 30 secondi. Aliquote identiche di
ciascun campione sono state analizzate mediant@miniotting con un anticorpo fosfo-
specifico in grado di riconoscere la forma attivdteSrc che comporta la fosforilazione
della tirosina in posizione 416 (pSrc-Tyr416). larglelo, aliquote identiche di ciascun
campione sono state analizzate mediante immunaigoton un anticorpo anti Src, per
verificare che in ogni campione fosse presentedasa quantita di proteine. Figura 1A
mostra che il 13-E2 determina la fosforilazione sulla Tyr416 in roodose-dipendente.
Poiché la massima attivazione di Src e stata demn1 00 nM 1[3-E2, tale concentrazione
e stata utilizzata in tutti gli esperimenti sucoass

In seguito, e stata analizzata la cinetica deli@aatione di Src indotta da B7E2. Figura
1B mostra come la fosforilazione di Src sulla Ty4dromossa dal PBFE2 sia rapida e
transiente: € massima a 30 secondi, poi rapidanaeteesce. La fosforilazione di Src
indotta dal 1B-E2 e risultata essere completamente abolita gmiincubazione delle
piastrine con l'antagonista del ER ICI 182,780 (& 1B) dimostrando cosi che questo

effetto € mediato dall'ingaggio del ER piastrinico.
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Fig.1. A) Fosforilazione della tirosina 416 di $ndotta dal trattamento con diverse dosi
di 173-E2. B) Cinetica della fosforilazione della tirosiMd16 di Src indotta dal
trattamento per diversi tempi con 100nMBiE2. C) La formazione del complesso &
inibita da PP1, 'inibitore di Src, ma non da Woatmina, I'inibitore di P13-K.
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ERP coordina I'assemblaggio di un complesso di segnalane dipendente da Src in
piastrine trattate con 17B-E2

Sebbene entrambe i recettori per I'estrogenog ERER3, siano presenti nelle piastrine
umane, ER sembra essere [lisoforma principalmente espressaqueste cellule
(Khetawath et al., Jayachandran et al.). Abbiamtuteoverificare la presenza di una
possibile associazione fisica tra R Src in piastrine trattate con fL7ERB e stato
immunoprecipitato da piastrine resting o trattaia t3-E2 e quindi analizzato mediante
immunoblotting con anticorpi specifici contro Sr&E®B. Figura 2A come effettivamente
Src coimmunoprecipiti insieme a BRsolo a seguito di trattamento con estrogeno. Tale
associazione infatti non é rilevabile in piastriesting. La quantita di Src associata §3ER
e risultata massima dopo 60 secondi di stimolazwore 1PB-E2 ed in seguito decresce
fino quasi ai livelli basali. Il pannello inferiordi Figura 2A dimostra che da ciascun
campione sono state immunoprecipitate quantitagoauabili di ERB.

Poiché 1B-E2 é in grado di indurre l'attivazione di Src, &ho quindi cercato di capire
se la frazione di Src associata adBER piastrine trattate con B7E2 fosse effettivamente
fosforilata sulla Tyr416. Inoltre abbiamo valutako possibilita che altre proteine di
segnalazione, come Syk, Pyk2, FAK, e p85/PI13-K, nb®riamente sono coinvolte sia
nella via di segnalazione mediata da estrogeninsibattivazione piastrinica (Duong et
al., Li et al., Kovacsovics et al., Keely et alar©bbio et al.), potessero essere associate a
ERB in piastrine trattate con B7E2. Come illustrato in Figura 2B, non solo pSra46,
ma anche Pyk2, e p85/PI3-K coimmunoprecipitano E&® a seguito di stimolazione
delle piastrine con T¥E2 per 60 secondi. Al contrario, né FAK né Sykaatati rilevati
negli immunoprecipitati di ER La formazione di questo complesso di segnalazine
risultato essere rapido e transiente, il complessasultato infatti gia completamente
disassemblato dopo soli 180 secondi dalla stimoiheeziLa preincubazione delle piastrine
con [linibitore della chinasi Src, PP1, prima de#imolazione con I¥E2, inibisce
completamente l'associazione di Src, Pyk2 e p85KPtdn ER3 (Figura 2C), indicando
che la formazione di questo complesso di segnalaziichiede I'attivazione di Src. In
contrasto, l'associazione di Src, Pyk2 e p85/PI1&¢h EH3 non viene alterata dal

trattamento con wortmannina, I'inibitore della M3¥Figura 2C).
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Fig.2. A) Cinetica dell'associazione di Src con ERndotta dal 1B-E2. B)

Associazione transiente di Pyk2, p85 e Src conpEReotta dal 1B-E2; WCL
(Whole Cell Lysate) sono i lisati cellulari interi.
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Rilocalizzazione subcellulare di ER, Src, p85/PI3-K e Pyk2 mediata da 13-E2

La localizzazione subcellulare di BRhelle piastrine umane trattate confiZ2 e stata
analizzata mediante immunoblotting a seguito detifmamento delle piastrine in una
frazione ricca di membrane (MR) ed una frazionesadtica (CYT). Come osservabile in
Figura 3A, ER e stato rilevato esclusivamente nella frazionearidi membrane ma non
nel citosol, sia in piastrine resting, sia in pie& trattate con ¥E2. Come atteso, la
caspasi-9 € stata rilevata esclusivamente nellzofia citosolica. Quindi, ER nelle
piastrine umane e localizzato sulla membrana esodisce rilocalizzazione a seguito del
trattamento con 1¥E2.

La frazione ricca di membrane €& stata ulteriormeat@lizzata per indagare la
localizzazione e/o la possibile rilocalizzazionballulare delle proteine segnale reclutate
ERB a seguito del trattamento delle piastrine cofi-E2. Figura 3B dimostra che nelle
membrane di piastrine sia resting che trattatelcfRE2 sono presenti identiche quantita
di Src. Tuttavia il trattamento con [}*E2 era in grado di incrementare rapidamente e
transientemente la fosforilazione di Src sulla T@4della frazione associata alla
membrana. Inoltre la Figura 3B mostra che ilf-E2 determina una traslocazione della
chinasi Pyk2 sulla membrana piastrinica, transiena significativa. Al contrario, sono
state rilevate quantita identiche di p85/PI3-K urttet le frazioni di membrane analizzate,
suggerendo una diversa rilocalizzazione tra p85KPI8 Pyk2 nelle piastrine umane

trattate con estrogeni.
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Fig.3. Localizzazione subcellulare di BR-Src, Pyk2 e p85 in piastrine trattate per
diversi tempi con 1¥-E2. A) ERf ¢ localizzato nella frazione ricca in membrane
(MR) ed e assente in quella citosolica (CYT); l&rsza della Caspasi 9, un enzima
citosolico, nella frazione MR indica che non visostate contaminazioni fra le due
frazioni subcellulari. B) Cinetica della localizzaze in membrana di Src, Pyk2, p85 e
fosforilazione della tirosina 416 della frazioneSulc associata alla membrana.
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17B-E2 determina, attraverso Src, la fosforilazione intirosina di Pyk2 ma non di
p85/P13-K

Allo scopo di meglio caratterizzare il coinvolginierdi Pyk2 e p85/PI3-K nel signalling
dipendente da HRnelle piastrine umane, é stata analizzata lafidatione in tirosina di
gueste proteine in piastrine trattate co-E2. Entrambe Pyk2 e p85/P13-K sono state
immunoprecipitate da lisati piastrinici, analizzaten immunoblotting, utilizzando prima
anticorpi anti fosfo tirosina e successivamentéarpi anti Pyk2 o anti p85/PI3-K. Figura
4A mostra come IFE2 sia in grado di causare una sostenuta fostaril@ in tirosina di
Pyk2, la quale persiste anche a 180 secondi daftelazione. Preincubando le piastrine
con [linibitore della chinasi Src, PP1, si previecempletamente la fosforilazione in
tirosina di Pyk2 indotta da B#E2. Al contrario, non sono state rilevate bande di
fosforilazione in tirosina intorno al peso moleceladi 85 kDa, corrispondente alla
subunita regolatoria di p85/P13-K, negli immunofppéati di p85/PI3-K (Figura 4B). Per
verificare l'effettivo stato di attivazione di PK-in piastrine trattate con B7E2,
nonostante la mancata fosforilazione in tirosindadsubunita regolatoria p85, & stata
indagata la eventuale fosforilazione di Akt, un mogffettore a valle di PI3-K
(Vanhaesebroeck et al.), indotta da estrogeno miedienmunoblotting con anticorpi anti
fosfospecifici di Akt (fosfo-Ser473 o fosfo-Thr308jigura 4C mostra che, come atteso,
Akt viene fortemente fosforilata in risposta alfarhbina o allanalogo del trombossano
Az, U46619. Al contrario, nelle piastrine stimolatendl solo 1PB-E2 e stata rilevata solo
una leggera e trascurabile fosforilazione di Akidicando che le vie di traduzione
innescate dagli estrogeni nelle piastrine umanepassano principalmente attraverso PI3-
K.
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Fig.4. A) La fosforilazione transiente di Pyk2 in@doda 1B-E2 € inibita da PP1, I'inibitore di Src. B) Il
17B-E2 non induce la fosforilazione in tirosina dedlabunita p85 della PI3-K e C) determina solo una
lieve fosforilazione di Akt, un effettore a valleRI3-K
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17B-E2 potenzia l'aggregazione piastrinica indotta datrombina e [lattivazione
dell'integrina o B3

In seguito abbiamo cercato di capire se lattivaeiadi Src indotta dal BFE2 e la
formazione del complesso di segnalazione potesseialche modo risultare in una
risposta funzionale delle piastrine. | primi dadibi ottenuti indicavano che il trattamento
di piastrine gel-filtrate con PB#E2 non era in grado di determinare alcuna aggregao

di alterare i livelli intracellulari di secondi meggeri il C&" 0 cAMP (dati non riportati).
Abbiamo quindi preso in considerazione la posséithe il 1B-E2 possa influenzare
'aggregazione piastrinica indotta da agonisti sieiscome la trombina. Campioni di
piastrine gel-filtrate sono stati trattati con3i#2 per 30 secondi e poi stimolati con alte (1
U/ml) o basse (0.02 U/ml) dosi di trombina. Il pegtamento con J¥#E2 non ha alcun
effetto sullaggregazione indotta da concentrazidntrombina sufficientemente alte da
determinare una aggregazione massimale (dati n@ortati). Al contrario, Il
pretrattamento delle piastrine con (iE2 risulta in un forte potenziamento
dellaggregazione piastrinica indotta da basse dosiombina. Infatti, come riportato nei
tracciati di Figura 5A, la stimolazione delle pi@s con la sola trombina (0.02 U/ml) & in
grado di indurre il 31.2+10.8% di aggregazione (n4dvece a seguito di pretrattamento
con 1B-E2, 'aggregazione indotta da trombina aumenta &h55.3+10.6% (n=4). Quindi
il 17B3-E2 potenzia I'aggregazione indotta da basse dogothbina del 73.7% (p=0.008,
n=4). Poiché viene bloccato da ICI 182,780, talleppamento € mediato dall'azione del
ER (Figura 5A). Inoltre la preincubazione con PRh grado di prevenire completamente
'aggregazione indotta da trombina, sia in preserigin assenza B7E2. Questo dato e
indicativo del ruolo essenziale svolto dalla chin8sc nella risposta piastrinica alla
trombina.

L’'aggregazione piastrinica &€ supportata dall'attivae, indotta da agonisti, dell'integrina
apPs e dal conseguente legame con il fibrinogeno ($lethl.). Per cercare di capire |l
meccanismo attraverso il qualeftZ2 potenzia I'aggregazione indotta da basse dosi d
trombina, abbiamo esaminato il processo di segimalaz“inside-out” che porta alla
regolazione dell'affinita dell'integrina 33 per il fibrinogeno. L’attivazione dell'integrina
oibPs nelle piastrine stimolate e stata misurata mediaitbfluorimetria utilizzando un
anticorpo monoclonale mimetico del fibrinogeno, EHPAC-1. | risultati di sette diversi
esperimenti sono riportati in Figura 5B. In manie@@ncorde con la sua incapacita di

pY

promuovere l'aggregazione piastrinica, iItZ2 da solo non é in grado di indurre
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l'attivazione dell'integrinaapPBs. La stimolazione delle piastrine con 0.02 U/ml di
trombina € in grado di indurre un incremento mglitcolo del legame di PAC-1 rispetto
alle piastrine non stimolate, ma tale incremento grado di supportare un’aggregazione
piastrinica parziale. Tuttavia la preincubazione &¢@3-E2, induce un forte e significativo
incremento del legame di PAC-1 alle piastrine state con 0.02 U/ml di trombina. Se
paragonato con la risposta determinata dalla sotaktina, il pretrattamento con i-E2 €

in grado di causare un incremento di 2.3 volte llsorescenza legata alle piastrine
(p<0.005, n=7). L'effetto potenziante del tE2 sulla segnalazione ‘“inside-out”
dell'integrinaapBs Si € scoperto essere mediato dal reclutament&@et coinvolge la
attivazione di una Src chinasi, poiché esso revestapletamente incubando le piastrine
sia con ICI 182,780 che con PP1.
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Fig.5. A) Potenziamento dell’aggregazione da bdssedi trombina (0.2 U/ml) indotto da B-E2; i tracciati

di aggregometria riportati sono rappresentativelli 4 esperimenti. B) Il potenziamento dell’attazione
dell’integrinaa;;, 33 indotta da basse dosi di trombina € inibito dailbitore del recettore per gli estrogeni; gli
istogrammi rappresentano le intensita di fluorezaettelle cellule trattate con PAC-1-FITC, I'antigorche
riconosce la forma attiva dell'integriray3s.
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17B-E2 e trombina inducono l'attivazione sinergica diSrc

Per correlare ulteriormente la capacita dep-E2 di attivare Src attraverso la sua
fosforilazione sulla Tyr416 e di potenziare l'agggeione indotta da trombina, € stato
analizzato l'effetto combinato del trattamento eleliastrine con I¥E2 e basse
concentrazioni di trombina sulla fosforilazione $tic sulla Tyr416. Figura 6 mette in
relazione le cinetiche dell'attivazione di Src ittdoda 100 nM 13F-E2 e 0.02 U/mi
trombina. In accordo con i risultati riportati ingbra 1B, il 1B-E2 induce una rapida e
transiente fosforilazione in tirosina di Src, chgulta essere massima dopo 30 secondi.
Invece, nelle piastrine stimolate con trombinafolsforilazione in tirosina di Src dopo 30
secondi € ancora difficilmente rilevabile ma dierhiaramente visibile a 60 secondi
(Figura 6). Quando le piastrine sono trattate aanaenbe 1B-E2 e trombina, si osserva
una forte fosforilazione di Src sulla Tyr416 gid% secondi che si incrementa fino a 60
secondi. Questa evidenza indica che3-E2 e trombina insieme svolgono un ruolo
sinergico sulla fosforilazione di Src, che risultaun’attivazione di questa chinasi piu

rapida e piu forte.

E, Thr E, + Thr
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Figura 6

Fig.6. Effetto sinergico di trombina e3-E2 sulla fosforilazione della tirosina 416
di Src. Gli istogrammi sono le medie delle densitéche delle bande riportate
sopra le quali sono rappresentative di diversi ras@ati eseguiti a queste
condizioni.
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DISCUSSIONE

Nel presente lavoro abbiamo dimostrato come l'ativne di Src ed il potenziamento
dell'aggregazione indotta da trombina in piastringttate con 1f3-E2, sia dipendente
dall'ingaggio di un recettore per gli estrogenoltne abbiamo trovato che il FBRassocia
con Src, Pyk2 e p85/P13-K in maniera dipendenteldaE2. Inoltre ER sembra essere |l
recettore responsabile degli effetti deiZ2 nelle piastine umane. Questa conclusione é
supportata dall'evidenza che BR effettivamente il principale recettore per gliregeni
espresso in queste cellule. L'evidenza immunologied’'espressione di ER nelle
piastrine, recentemente pubblicata da Jayachamdaileghi, non € stata confermata da
altri studi successivi in cui gli autori non sonasciti a rilevare la presenza né della
proteina né del messaggero. Nel presente lavommtig@ significative di ER sono state
chiaramente rilevate nella frazione delle membramgiastrine umane, ma non siamo
riusciti, alle stesse condizioni, a rilevare la geneza di ER, sia nella frazione delle
membrane che in quella del citosol (dati non rigioyt E’ ben noto dalla letteratura che
ERa e ER3 hanno diversi pattern di distribuzione (Gustafssbal.). Sebbene ERe ER3
medino sia gli effetti genomici che non genomiagldestrogeni, essi manifestano diverse
caratteristiche e svolgono funzioni differenti. Aegto proposito, sono state documentate
delle differenze meccanicistiche nell’'attivazioredl'gspressione genica mediata dacEdR
ERB (Coleman et al.). Inoltre, e stato riportato cheoERa non ER, associa PI3-K in
cellule endoteliali (Simoncini e al.) e nello sparomano (Aquila et al.), come parte della
via di segnalazione per l'azione non genomica degirogeni. In questo lavoro e stato
dimostrato che, in piastrine umane, E&socia con PI13-K in maniera dipendente d@l 17
E2. Tuttavia questa interazione risulta solo in mwdesta attivazione della chinasi, come
evidenziato dalla debole fosforilazione di Akt iragirine trattate con estrogeni. Questo
potrebbe suggerire che l'attivazione di PI13-K indadagli estrogeni sia promossa in modo
piu efficiente dal reclutamento di BRpiuttosto che di ER In ogni caso, la mancanza di
una massiccia attivazione di PI3-K non precludpdssibilita che questa chinasi svolga un
ruolo importante nella via di segnalazione inizigkagli estrogeni; infatti, come noto,
guesto enzima puo funzionare anche come proteirmabraggio. A questo proposito e
interessante notare che un ruolo simile per lakPEstato gia descritto in uno studio su

piastrine stimolate con fattore di von WillebraMdy et al.), in cui P13-K funziona come
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proteina di ancoraggio nella formazione di un camepb di segnalazione
macromolecolare.

Abbiamo anche scoperto che, in aggiunta a Sreclutamento di ER da parte del 1

E2 stimola la fosforilazione in tirosina di Pyk2.ektre la fosforilazione indotta da
estrogeni di Src é rapida e transiente, quellayf2Re piu sostenuta e persiste oltre i 3
minuti. Sebbene Pyk2 sia attivata durante le priase della stimolazione piastrinica da
diversi agonisti, il suo ruolo esatto nella funzbta piastrinica € ancora sconosciuto
(Canobbio et al.). In base agli esperimenti esegian inibitori specifici, Pyk2 si
troverebbe a valle di Src nella via di segnalaziomediata da estrogeni che porta al
potenziamento della aggregazione piastrinica. Viaten assenza di inibitori specifici per
Pyk2 il suo esatto contributo sugli effetti degitr@geni rimane ancora da stabilire.

Con il nostro studio abbiamo dimostrato che il patemento mediato dal B7E2
dell'aggregazione piastrinica indotta da basse eotnazioni di trombina ha come effetto
un robusto incremento della affinita dell'integrim@ 33 per il fiborinogeno. Abbiamo anche
visto come I'estrogeno legato all’albumina, che @oim grado di permeare la membrana
cellulare, sia capace di potenziare I'aggregazmastrinica indotta da trombina allo stesso
modo del 1B-E2 (dati non riportati), in accordo con i datiestuiti sulla presenza del BR
in membrana.

| nostri risultati rappresentano la prima evidewozauna modulazione della funzione di
un’integrina da parte degli estrogeni. La regolagialellintegrinaa 33 piastrinica da
parte del 1B-E2 coinvolge un’attivazione della chinasi Src nagali dal recettore per
'estrogeno. Inoltre & stato dimostrato che iltaatento delle piastrine con trombina in
presenza di J¥E2 ha come risultato 'attivazione sinergica di.3Percio i nostri risultati
mettono in evidenza un ruolo significativo di Sedla segnalazione “inside-out” che porta
all'attivazione dell'integrinan;p3s.

In questo studio sono stati documentati gli effegromotori degli estrogeni
sullaggregazione piastrinica, utilizzando piagrottenute da donatori maschi. Sebbene le
piastrine di maschi e femmine esprimano livelli iindi recettori per gli estrogeni
(Khetawath et al), gli estrogeni presenti nel plasinsoggetti di sesso maschile hanno una
concentrazione inferiore rispetto al plasma femimigeisi suppone che tale concentrazione
sia costante. Per questo abbiamo ritenuto chealstrpie di soggetti maschi il miglior
modello per lo studio del “signalling” e della fuoze mediata dagli estrogeni, in quanto

risultano piu protette da qualsiasi possibile ds#emazione causata dalla prolungata
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esposizione agli estrogeni. Se la risposta piastriagli estrogeni sia o no dipendente dal
sesso é ancora oggetto di studio.

L'evidenza di un effetto proaggregante degli estrog di rilevanza fisiologica, poiché
potrebbe dare una spiegazione ad evidenze ripomat&ltri studi e potrebbe avere
importanti implicazioni cliniche. Ad esempio, e tstaiportato in letteratura che, sebbene
non ci siano differenze nel numero totale di moleat a,,33 espresse nelle piastrine di
maschi e femmine, la stimolazione delle piastrine sdggetti femmina porta alla
conversione di una quantita maggiore di recettgpahibili nella loro forma attivata
(Faraday et al.). | nostri risultati suggeriscohe questa osservazione puo essere motivata
dalla presenza di concentrazioni di estrogeni édeeavariabili nel plasma dei soggetti
femmina. Di conseguenza l'azione diretta deglicggni sulle piastrine circolanti, insieme
ad altri fattori, deve essere tenuta in considerszguando si programma un utilizzo acuto
di estrogeni per favorire I'accessibilitd dei vaainguigni ed anche quando si utilizzano
basse dosi di ormone come contracettivo 0 in marsga

In conclusione, i nostri risultati identificano moovo possibile meccanismo attraverso |l
guale gli estrogeni possono influire sul sistemedicaascolare. In associazione con gli
effetti genomici sulle cellule endoteliali e le lcéé muscolari lisce della parete dei vasi
sanguigni, gli estrogeni possono rendere le piastpiu sensibili agli agonisti fisiologici
attraverso un effetto diretto ed esclusivamente genomico sulla regolazione della

integrinaayp33 mediante ER e la chinasi Src.
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IDENTIFICAZIONE DEL RECETTORE
MET IN PIASTRINE UMANE:
RUOLO DEL "HEPATOCYTE GROWTH
FACTOR” NELLA MODULAZIONE
DELL'ATTIVAZIONE PIASTRINICA
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RIASSUNTO

HGF circolante é significativamente aumentato idtntsordini associati alla formazione
di trombi. Poiché le piastrine svolgono un ruolseswiale nella trombogenesi, nel presente
lavoro e stata investigata la capacita di HGF w@iremgire con le piastrine. | risultati ottenuti
mostrano per la prima volta che le piastrine umes@imono sulla membrana il recettore
di HGF Met, la tirosina chinasi codificata dal gen®IET. Abbiamo inoltre verificato che

a concentrazioni fisiologiche HGF inibisce sia ti\@zione dell'integrinac;,s , Sia
'aggregazione piastrinica indotta dalla trombima,maniera tempo e dose dipendente.
Questi risultati suggeriscono che i livelli circoladi HGF influiscono sulla trombogenesi

attraverso la modulazione negativa della funzidagdiastrinica.
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INTRODUZIONE

Hepatocyte growth factor ed il suo recettore Met

Hepatocyte growth factor (HGF) o scatter factotatosoriginariamente identificato come
una citochina in grado di promuovere la cresciamotilita delle cellule epiteliali. E' stato
scoperto nel siero di ratti epatectomizzati, comeepte mitogeno per gli epatociti di ratto
in coltura (Nakamura et al., 1984). Successivamersito isolato da diverse altre fonti, in
particolare da lisati piastrinici di ratto (Nakarawet al., 1986) e da plasma umano (Gohda
et al., 1988). Nel 1991 Weidner et al. hanno sdopehe HGF e lo "scatter factor”, un
fattore descritto per la prima volta da Stokerlenhel 1987, che é secreto dai fibroblasti ed
e in grado di dissociare le colonie epiteliali, @ola stessa molecola. Quando le due
attivitd, mitogenica e motogenica, sono integrateanodo coordinato, 'HGF induce la
cosidetta “crescita invasiva”, proprieta che cadiistingue 'HGF da altre citochine, e che
sta alla base dei processi morfogenetici, respdnsdblla tubulogenesi e della
ramificazione dei tubuli durante lo sviluppo embiate e I'organogenesi. In effetti 'THGF
€ un potente fattore angiogenico (Bussolino etl892). In vivo 'HGF si e dimostrato un
fattore di rigenerazione per fegato, rene e pascermlocrino (Borowiak et al., 2004;
Matsumoto e Nakamura, 1993; T Lopez-Talavera et2804). D’altro canto la crescita
invasiva, quando incontrollata, € anche alla bask pilocesso metastatico tumorale
(Comoglio et al., 2002).

HGF & un eterodimero legato da ponte disolfuro,pmsto da una subunitadi 55-65 kDa

e da una subunita di 32-36 kDa: le due subunita si originano pefidagroteolitico di un
precursore biologicamente inattivo di 92 kDa. Qoi@stina tirosina chinasi transmembrana
eterodimerica codificata dal proto-oncogene cMetmposta da una subunitadi 50 kDa
extracellulare legata tramite ponte disolfuro alzbunitaf@ di 145 kDa, che nel suo
dominio extracellulare presenta il sito di leganex pIGF e nel dominio intracellulare
presenta il dominio chinasico, motivi di regolazoa la sequenza di attacco per i diversi
trasduttori ed adattatori una volta che questafaséorilata. Sequenzialmente, il legame
con il ligando attiva il recettore, inducendonediaerizzazione, stimolandone l'attivita
tirosina chinasica, inducendone la fosforilazionespecifici residui tirosinici all'interno
del dominio chinasico e nel sito di attacco, petereto il reclutamento dei vari trasduttori
e adattatori del segnale intracellulari (Furge ket 2000). Il recettore Met € espresso
preferenzialmente sulle cellule epiteliali (Pratagét 1991), ma anche cellule endoteliali,
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cellule dellosso, macrofagi (Birchmeier et al.,03)p ed in diversi organi (Tashiro et al.,
1990; Zarnegar et al., 1990). Come gia dimostratogitri recettori di fattori di crescita,
anche il recettore Met interagisce con altre mdéee@spresse sulla membrana cellulare
(Follenzi et al., 2000; Trusolino et al., 2001) eesgto fa presupporre che il cosidetto

“cross-talk” sulla membrana possa modularne laifume

Ruolo di HGF nel sistema cardiovascolare

Negli ultimi anni 'attenzione di molti ricercatosi € focalizzata sullo studio del ruolo di
HGF nel sistema cardiovascolare e nella patogedeie malattie cardiovascolari
(Morishita et al., 1998). HGF ed il suo recettoretMono espressi oltre che dalle cellule
che compongono i vasi sanguigni, anche dalle eetlel sangue circolanti, come monociti,
granulociti e macrofagi (Beilmann et al., 1997;dBimeier et al., 20Q3Nislez et al., 2003;
Takeda et al, 2004). L'HGF e il suo recettore Mgblgono un ruolo positivo sul
miocardio: essi sono coinvolti nel suo sviluppo ahie I'embriogenesi (Rappolee et al.,
1996), e vengono riespressi ad alti livelli in sega danno cardiaco indotto da ischemia e
riperfusione (Nakamura et al.,, 2000). Inoltre I'HG$ € dimostrato un fattore
cardioprotettivo in vivo e anti-apoptotico in vit{blakamura et al., 2000), suggerendone
possibili implicazioni terapeutiche nei casi di dancardiaco (Duan et al., 2003). In
aggiunta si € osservato che i livelli di HGF nehgae correlano con l'aterosclerosi
(Kawamoto et al., 2003; Yamamoto et al., 2002)peitensione (Komai et al., 2002). In
definitiva I'importanza di HGF nel sistema cardisvalare € risultata tale da essere
addirittura classificato come “ormone cardiovasagla(Morishita et al.,, 2002) ed |l
potenziale terapeutico di questo fattore di crasoille patologie cardiovascolari &€ cosi
elevato che a tutt’oggi € gia in atto lo sviluppgasilategie di terapia genica e di utilizzo di
molecole di HGF ricombinante per future applicazimncampo clinico (Aoki et al., 2000;
Sakakura et al., 2000; Shimamura et al., 2004).

| fattori di crescita e le piastrine
Nelle trombosi, come in tutte le piu comuni ma&ttardiovascolari, € ormai da tempo
riconosciuto il ruolo chiave svolto dalle piastrirehe grazie alla loro capacita di aderire

alla parete vasale danneggiata, anche in condidipeievata pressione sanguigna, e alla
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loro capacita di formare aggregati, sono ritenesponsabili della formazione di trombi e
placche ateromatose.

Diversi fattori di crescita sono contenuti nei griurpiastrinici e vengono rilasciati nel
plasma a seguito dell'attivazione delle piastriaepdrte di agonisti. Per anni si é ritenuto
che essi svolgessero essenzialmente degli effetivlatori della crescita delle cellule dei
vasi, attraverso una segnalazione di tipo paracfiottavia si &€ scoperto successivamente
che alcuni fattori di crescita, quali PDGF (platetéerived growth factor) e VEGF
(vascular endothelial growth factor), sono in grado influire sulla aggregazione
piastrinica attraverso una segnalazione di tipo@uto. | recettori di VEGF e PDGF sono
infatti espressi sulla membrana piastrinica. Sitarai recettori tirosina chinasici la cui
interazione con il ligando determina un’azione nlathria sull’aggregazione piastrinica
indotta da agonisti che puo essere di tipo negatiwme nel caso del PDGF, o positivo,
come nel caso del VEGF. In ogni caso né il VEGFsd& € in grado di innescare
I'attivazione piastrinica, né il PDGF e in gradobihccare completamente I'aggregazione.
La loro azione sembra quindi essere esclusivangirtipo modulatorio. In quest’ottica il
rilascio di fattori di crescita dai granuli piasiidi con effetti modulatori opposti sembra
svolgere un ruolo contraddittorio sulla funzioralpiastrinica. L'esatta implicazione di
questi fattori di crescita sulla aggregazione pildisa non €& stata ancora completamente
chiarita, cosi come non si conoscono ancora i nmsca di segnalazione che rendono
conto dei loro effetti.

E’ possibile supporre che siano le diverse conegmni plasmatiche di questi fattori a
determinare 'aumento o la diminuzione del risdinconbotico.

Sebbene HGF sia stato originariamente identificaf@astrine umane (Nakamura et al.) e
nonostante siano sempre pit numerose le evidepadate in letteratura che suggeriscono
il coinvolgimento di HGF nei fenomeni tromboticiedpressione di Met sulla membrana
piastrinica e gli effetti di HGF sulla funzionalitielle piastrine non € mai stata indagata in
precedenza. Tutto quanto detto finora ci ha spactanvestigare il possible ruolo di HGF e

di Met nella funziolita piastrinica.
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MATERIALI E METODI

Materiali

Il Recombinant Human Hepathocyte Growth Factor (HEmprodotto da PeproTech EC
(London, UK). L'anticorpo monoclonale DO-24 speaifiper il dominio extracellulare di
Met e stato gentilmente fornito dalla prof.ssa Rt#iversita del Piemonte Orientale —
Novara) (Prat et al.). Polyclonal L'anticorpo FITGnjugated rabbit anti-mouse 1gG
antibodies e stato acquistato da DAKO (Glostrup,).DKanticorpo PAC-1 coniugato
FITC é prodotto dalla Becton Dickins¢®an Jose, CA). L’anticorpo monoclonale anti c-
Myc (9E10) e la trombina da plasma umano sono fetatiti da Sigma-Aldrich (St Louis,
MO).

Preparazione delle piastrine e studi di aggregazi@n

Il sangue é stato ottenuto da donatori sani che memmo assunto farmaci nelle due
settimane precedenti il prelievo. ACD (130 mM acmtoico, 152 mM citrato di sodio, 112
mM glucosio) e stato usato come anticoagulantestiti@ ottenute mediante gel-
filtrazione su colonna di Sefaroso CL-2B, come pdantemente descritto da Torti et al.,
sono state utilizzate per tutti gli esperimenti. ¢@ncentrazione delle piastrine e stata
aggiustata a 3 x f@ellule/ml in HEPES buffer contenente 2 mM Ca@ImM MgC}h, e 2
mM glucosio. | campioni di piastrine (0.4 ml) sostati precondizionati a 37°C in un
lumiaggregometro e incubate con HGF {:010% g/ml) diversi tempi (10 - 180 secondi)
prima della stimolazione con 0.2 U/ml trombina, teotagitazione. L’'aggregazione
piastrinica € stata monitorata in un AggregometmnG-log come incremento della

trasmittanza.

Misurazione dell’espressione di Met sulla superfi@ piastrinica mediante
citofluorimetria

Campioni di sospensioni piastriniche {1@iastrine/ml) sono state fissate in 0.5%
paraformaldeide, lavate 3 volte in PBS ed inculpate30 minuti sotto costante agitazione
con DO-24 o0 9E10 (Rg/ml). Dopo abbondanti lavaggi, | campioni sondisteubati con
anticorpo secondario rabbit anti-mouse 1gG conimiddf C (1:50) per altri 30 minuti al
buio. Le piastrine sono state quindi diluite 1:20ncPBS ed analizzate con Becton-
DickinsonFACScalibur, acquisendo i dati di 10000 particpke campione.
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Misurazione del legame di PAC-1 mediante citofluometria

Il legame di PAC-1 alle piastrine & stato misurassenzialmente come descritto da Shattil
et al., con alcune modifiche. Le piastrine (3 X/af) sono state incubate con tampone,
0.02 U/ml trombina o 100 pg/ml HGF per 30 secomitnp della stimolazione con 0.02
U/ml trombina, per 10 minuti a 37°C in presenz# asicorpo PAC-1 coniugato FITC
(2.5 pg/ml) e poi bloccate con 0.5% paraformaldeldanalisi citofluorimetrica & stata

eseguita come descritto sopra.
Analisi statistica

| valori sono stati riportati come media + S.E.Ma &ignificativita delle differenze e stata

determinata con il t-test. P< 0.05 é stato conatdesignificativo.
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RISULTATI

Met & espresso nelle piastrine umane.

L’espressione del recettore Met sulla superficespinica € stata investigata su piastrine
fissate ed incubate con anticorpo monoclonale DOshécifico per il dominio
extracellulare di Met (Prat et al.), e poi con @mtpo secondario anti-mouse-IgG coniugato
FITC. L'anticorpo monoclonale anti Myc é stato iatihto come controllo negativo.
L’intensita di fluorescenza delle piastrine trattaon DO-24 era 11.3 volte maggiore di
guella misurata nei campioni di controllo (Figurd)lLa differenza fra | valori medi di
intensita di fluorescenza misurati in cellule @mtdtcon DO-24 e Myc (46.3 + 10.9 e 5.3 +
0.2, rispettivamente) é statisticamente signifiaat{P<0.01, n=3) (Figura 1B). Si puo
qguindi concludere che la proteina Met € espresia superficie piastrinica.
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Figura 1

Fig.1. A) Analisi citofluorimetrica dell’'espressiendi Met sulle piastrine restino:
I'anticorpo anti Myc é stato utilizzato come cotitvoB) Confronto fra i valori medi
delle intensita di fluorescenza ottenute dall'asiatitofluorimetrica in 3 diversi
esperimenti dell’anticorpo anti Met e dell’anticorgi controllo.

HGF inibisce l'aggregazione piastrinica indotta da trombina e [lattivazione
dell'integrina oy B3
Per valutare la funzionalita e il ruolo del recegtdVet in piastrine umane, abbiamo in

seguito valutato gli effetti del suo ligando, HGBul'aggragazione piastrinica. Il
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trattamento con dosi fisiologiche di HGF ¢@/ml) non promuove alcuna aggregazione
piastrinica (Figura 2). Tuttavia abbiamo valutagbssibilita che HGF potesse modulare
'aggregazione piastrinica indotta da agonistofisgici come la trombina. Infatti, HGF e

in grado di inibire fortemente I'aggregazione sena aggiunto alla sospensione piastrinica

30 secondi prima della trombina (Figura 2).
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Figura 2

Fig.2. Inibizione dellaggregazione indotta da tlwna da parte di 18 g/ml HGF. | tracciati di
aggregazione sono stati ottenuti con un Lumiaggnegim e sono rappresentativi di diversi
esperimenti.
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HGF é in grado inoltre di inibire I'aggregazionedaita da trombina in maniera dose
dipendente, con il massimo di inibizione (% di imibne: 80.0 + 28.8) a partire dalla
concentrazione I8 g/ml (Figura 3A). Concentrazioni inferiori di HQEO™ - 10%2 g/ml)
riescono ancora ad inibire (% di inibizione: 18.0b4 and 6.1 + 3.3, rispettivamente).
Questi risultati suggeriscono che HGF influenzagdieegazione indotta da trombina
agendo attraverso un recettore di membrana adffih#a.

In seguito abbiamo eseguito degli esperimenti @dutare la cinetica dell'inibizione di
HGF, nei quali HGF (18 g/ml) & stato aggiunto alla sospensione piastipier diversi
tempi (10-30-180 secondi) prima della stimolaziobeffetto di HGF sull'aggregazione
indotta dalla trombina é risultato essere rapiti@esiente, con il picco di inibizione (80%)
a 30 secondi (Figura 3B). Il pretrattamento con Hé& 10 secondi causa una leggera
diminuzione dellaggregazione piastrinica (% dibizione: 14.9 + 3.1%), mentre non e

stato rilevato alcun effetto inibitorio preincubancon HGF per 3 minuti.
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Fig. 3. HGF inibisce I'aggregazione in maniera tenmp dose dipendente. A) Percentuale di
inibizione dell'aggregazione indotta da trombinaissta dal pretrattamento per 30 secondi con
diverse dosi di HGF. B) Percentuale di inibiziored’dggregazione indotta da trombina causata dal
pretrattamento per diversi tempi coni@/ml HGF.

L’'aggregazione piastrinica € dipendente dall'attivae indotta da agonisti dell'integrina
aipPs, la quale subisce delle variazioni conformazignaihe sono alla base del
conseguente legame con il fibrinogeno (Shattil &€). aPer valutare il possible

coinvolgimento di HGF nella via di attivazione deliegrina a,33 habbiamo indagato lo
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stato di attivazione dell'integrina,,3s mediante tecnica citofluorimetrica che utilizza un
anticorpo monoclonale mimetico del fibrinogeno FP&C-1. | risultati di 7 diversi
esperimenti indipendenti sono riportati in Figurald accordo con la sua incapacita di
promuovere l'aggregazione piastrinica, HGF da swlanduce l'attivazione dell'integrina
aipPBs. Le piastrine preincubate per 30 secondi con®16§/ml HGF prima della
stimolazione con trombina mostrano una diminuzisigmificativa del legame di PAC-1
alle cellule, se paragonato a quello delle piasttiattate con la sola trombina. | valori
medi di intensita di fluorescenza rilevati nellagirine stimulate con trombina sono 6.47 +
1.67 in assenza e 3.13 + 0.73 in presenza di H@fré questi risultati indicano che HGF
una riduzione del 50%del PAC-1 legato alle piaststimolate con trombina (P< 0.05; n =
7).
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Fig.4. HGF inibisce lattivazione dell'integrinax,3s indotta da trombina. Gli istogrammi
rappresentano i valori medi dell'intensita di flascenza legata alle cellule marcate con PAC-1-FITC,
I'anticorpo che riconosce la forma attiva dell’igtma o, 35,

42



DISCUSSIONE

In questo lavoro abbiamo dimostrato per la primigavohe le piastrine umane esprimono |l
recettore per HGF sulla loro superficie e che H@&lge un ruolo attivo nel regolare
negativamente la funzionalita piastrinica. Infaggbbene HGF da solo non sia in grado di
dare alcuna risposta funzionale, esso induce unanfe inibizione dellaggregazione
indotta da trombina, prevenendo l'attivazione comiazionale dellintegrina,3s.

La presenza del recettore per HGF e stata chiatemd@avata sulla superficie delle
piastrine resting mediante citofluorimetria, tuttae stata rilevata una certa eterogenicita
di espressione di Met nelle piastrine. HGF, qualadgiunto 30 secondi prima della
stimolazione, inibisce I'aggregazione indotta dartbina in maniera dose dipendente. Una
forte inibizione & stata osservata per concentrazi@omolari (10°°-10*2 g/ml), le quali
sono considerate dosi ottimali anche in altri sisteellulari, confermando un’elevata
affinita per il recettore. Il recettore Met e caifw in questo effetto (Naldini et al.).
L’effetto di HGF sull’aggregazione piastrinica iritho da agonisti & rapida e transiente, dal
momento che le piastrine preincubate con HGF pepitenaggiori di 30 secondi tendono a
ritornare ad una aggregazione normale. Questa re@ad@otrebbe essere dovuta alla
desensitizzazione del recettore delle piastrindgtaVia bisogna considerare la possibilita
che in presenza delle piastrine, HGF vada incaatrwdificazioni strutturali inattivanti.
Sebbene la via di inibizione dipendente da HGFengihstrine attivate rimanga ancora da
caratterizzare, i nostri risultati indicano che H@mbisce la segnalazione “inside-out” del
recettore per il fibrinogenayxBz(Shattil et al.). Infatti abbiamo scoperto che fégto di
HGF sull’aggregazione da trombina € una consegudalia inibizione da parte di HGF
dell'attivazione indotta dalla trombina della integ o, 3s.

Nei granuli piastrinici € contenuta una varietafattori di crescita e citochine, come
VEGF, PDGF, HGF, alcune delle quali (VEGF, PDGFhg@no secrete in seguito a
stimolazione (Webb et al., Heldin et al., Nakametaal.) e sono quindi prontamente
disponibili per amplificare o modulare la rispogi@strinica attraverso un meccanismo
autocrino-paracrino, in quanto queste cellule possesprimere i loro recettori (Vassbotn
et al., Selheim et al.). E’ stato riportato inde#ttura che VEGF, cosi come il ligando per c-
Kit CSF, sono in grado di legare le piastrine @atienziarne 'aggregazione ma solo se le
cellule sono preventivamente attivate da agontj P5]. Questo fatto suggerisce che la

conformazione attiva per il legame con il ligandoqdesti recettori non & esposta sulla
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superficie delle piastrine resting, ma richiedeeskere indotta da specifici pretrattamenti.
Al contrario, le piastrine resting possono legar&FHe PDGF e in questo caso
l'interazione recettore-ligando risulta nell'inilmne dellaggregazione piastrinica indotta
da trombina. (dati presentai qui e Vassbotn et la¢ piastrine vengono facilmente attivate
da stimoli sia meccanici che biochimici; tuttaviattit i fattori di crescita menzionati
precedentemente non hanno alcun effetto da soli,possono soltanto modulare sia
positivamente che negativamente 'aggregaziondrpigs da agonisti. Il fatto che fattori
potenzianti come VEGF e CSF possano dare i lorettefolo in piastrine preattivate,
mentre i fattori ad effetto regolatorio negativare® PDGF e HGF possano manifestare i
loro effetti sulle cellule resting, € abbastanzieressante e suggerisce che questo possa
essere una parte di un meccanismo piu generale hahe&eome scopo il controllo
dell'attivazione piastrinica.

Sia HGF che PDGF modulano negativamente l'aggragazdelle piastrine indotta da
trombina: In vivo questi fattori di crescita risutto significativamente aumentati nei
trombi, dove potrebbero essere coinvolti nel cdlatrdell’attivazione piastrinica e nella
limitazione della formazione del trombo. Le doshrestein loco di HGF e PDGF sono
compatibili con questo ruolo. A livello sistemio® ¢oncentrazioni di HGF e PDGF sono
simili (Zhu et al., Tahara et al.), ma poiche sbiGF & capace di inibire 'aggregazione
piastrinica a queste concentrazioni fisiologichiehiedendo l'inibizione di PDGF livelli
circa 1000 volte piu elevati, il feed-back negatsedl’'attivazione piastrinica dipenderebbe
solamente da HGF

HGF é una citochina pleiotropica, che in generatempiove risposte cellulari positive,
come la motilita, la proliferazione, la morfogenesi la protezione dall’apoptosi
(Birchmeier et al.). L'incremento dei suoi liveplasmatici in seguito a danno ad organi
puo essere interpretata come una risposta adattiVorganismo per contrastare gli stati
avversi, cercando di preservare e recuperare I'stasp Infatti questo fattore di crescita
risulta aumentato in diverse patologie cardiovaatotomprese lipertensione (Komai et
al.), la trombosi arteriosa, I'aterosclerosi (Matsui et al., Kawamoto et al.) e l'infarto del
miocardio (Zhu et al.) dove il suo ruolo cardiopittitvo & stato chiaramente dimostrato. La
regolazione negativa dell'attivazione piastrinicai giportata dovrebbe in ogni caso
risultare in una azione protettiva, quindi benefitietHGF contro gli eventi trombotici.
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PKC-0 REGOLA IL DIFFERENZIAMENTO
MEGACARIOCITICO ED IL CAMBIO Dl
FORMA PIASTRINICO AGENDO SUI
MICROTUBULI
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RIASSUNTO

PKC-0, una ser/thr chinasi appartenente alla famigllee dKC, e particolarmente espressa
in linfociti-T e piastrine. Inoltre I'espressiona questa proteina risulta particolarmente
aumentata durante il differenziamento da progen@@34+ a megacariociti e piastrine.
Mentre diversi lavori sono riusciti a spiegarnenfiortanza nei processi di attivazione dei
linfociti-T, il ruolo di questa isoforma di PKC rel piastrine e nel differenziamento
megacariocitico € ancora del tutto sconosciutost¢@po del presente lavoro € stato quello
di valutare la funzione di questo enzima nelle tpias e nel differenziamento
megacariocitico avvalendomi delluso di un inib&or Attraverso studi di
coimmunoprecipitazione, aggregometria, microscop@nfocale e saggi di attivita
enzimatica ho trovato che, in piastrine umane, BK{ene attivata e fosforilata il tirosina
a seqguito di stimolazione con trombina. Inoltre P&docalizza sui microtubuli delle
piastrine resting e, solo una volta attivata, assdisicamente la tubulina favorendo la
depolimerizzazione dei microtubuli e contribuendoquesto modo al fenomeno dello
“shape change” piastrinico. In seguito abbiamo fieattio il ruolo di questo enzima del
differenziamento megacariocitico. Per raggiungarestp scopo, € stato necessario prima
mettere a punto un sistema sperimentale di difl@a@mento, utilizzando le HEL, una linea
cellulare eritroleucemica, come modello di progamtmegacariocitico ed il PMA come
fattore differenziante. Abbiamo scoperto, attrasesgalisi biochimica e citofluorimetrica,
che PKCO gioca un ruolo fondamentale nel differenziamenemcora una volta
interagendo con i microtubuli. In particolare Ibiione di questo enzima blocca la
poliploidizzazione nelle cellule indotte al diffeir@amento.

In conclusione i risultati ottenuti in questo studndicano che PK@® svolge un ruolo
importante e positivo nel cambio di forma piastiinie nell'induzione della poliploidia
durante il differenziamento megacariocitico, inggado con i microtubuli e regolandone

lo stato di polimerizzazione.
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INTRODUZIONE

DIFFERENZIAMENTO DELLE CELLULE
EMATOPOIETICHE

Il Midollo Osseo é il principale tessuto emopoietitell’adulto e si trova principalmente
nelle ossa a struttura spugnosa. Una piccola peraendi cellule ematopoietiche si
riscontrano anche nel fegato e nella milza. Il Medosseo emopoietico viene detto rosso
mentre il circostante viene detto giallo ed é attira adiposa (Rosati).

Nel midollo sono presenti cellule staminali, presur delle cinque linee ematopoietiche
(eritrocitaria, granulocitaria, megacariocitarigmacitaria e linfocitaria) e cellule mature. |
processi che caratterizzano la maturazione songiggger ogni tipo cellulare.

Il progenitore di tutte le cellule € una cellularsinale pluripotente capace di differenziarsi
verso ogni linea mielo o linfopoietica. La cellyduripotente deriva a sua volta da una
cellula mesenchimale indifferenziata totipotente grado di evolvere verso la serie
emopoietica e le varie linee cellulari del conmett(fibroblasti, mastociti, cellule adipose
ecc.) (Rosati et al., Handing et al.).

Le cellule del sangue si formano e maturano attsavan processo che prende il nome di
emopoiesi 0 ematopoiesi. Dalle cellule capostgigcendono due linee principali, la linea
mieloide e la linea linfoide. Queste sono celluf® si dividono continuamente e, volend
schematizzare, una delle due cellule originateicoata essere capostipite mentre l'altra
inizia il differenziamento, sotto lo stimolo deittiari di crescita quali: eritropoietina,
trombopoietina e interleuchine. Da una cellula ahizia a differenziarsi hanno origine
migliaia di elementi figurati del sangue. Da unagm@zione cellulare all'altra i precursori
sono sempre piu ricchi in proteine che carattenaza linea: emoglobina per gli eritrociti,
GPlIb-llla e altre glicoproteine per la linea megagcitica, solo per fare alcuni esempi.
L’Emopoiesi ha inizio da una cellula staminale: GEUYcolony forming unit); da questa
cellula derivano le due cellule progenitrici ddifeee linfoide (CFU-Ly) e mieloide (CFU-
Mix); da CFU-Mix si differenziano altri tre tipi dprogenitori: CFU-GM (granulociti e
monociti), CFU-Eo (eosinofili), CFU-b/M/E (basofilimegacariociti e eritrociti). Dai
progenitori si differenziano i precursori (blastihe progredendo nel differenziamento
diventano gli elementi figurati del sangue (Hand&@l., Blood, Principles and Practice of
Hematology; 2nd Edition. Handin, Lux, Stossel. gt Williams & Wilkins).
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HEL: HUMAN ERYTHRO LEUKEMIA

Lo studio dei megacariociti umani e dei proces® @ortano al loro differenziamento
presenta molteplici difficolta, dovute sia allagalta del materiale biologico da cui estrarre
i megacariociti o i loro progenitori, sia dalla st resa dei metodi stessi di estrazione,
nonché dai problemi per il mantenimento in colture. linee cellulari megacariocitiche,
ottenute dal sangue di pazienti leucemici, offrona opportunita unica per lo studio della
proliferazione, del differenziamento e della matioae dei megacariociti. Esistono diversi
tipi di linee cellulari di questo tipo che diffecisno per loro proprieta “multifenotipiche” di
cellule mieloidi, eritroidi e megacariocitiche, mate esprimono quello che e considerato il
marker specifico della linea megacariocitica, émgtina allb3 o glicoproteina llb-llla
(Saito H.). Tra queste vi sono le HEL (Human Emgtlireukemia), una linea cellulare,
coltivata dal 1985 che deriva dal sangue perifedcain maschio caucasico di 30 anni,
affetto da eritroleucemia. Si tratta di cellule demiche multipotenti che hanno
caratteristiche comuni con le cellule progenitrf€cD34+, CFU-b/M/E, in grado di
differenziarsi lungo la linea eritroide se stimelaton Haemin, o seguendo la linea
megacariocitica se stimolate con forbolo miristatetato (PMA) (Zauli et al.).

Un ruolo chiave nel differenziamento delle HEL éolsy dalla famiglia delle protein
chinasi C (PKC). Si é osservato che il differenzaato megacariocitico delle HEL &
caratterizzato da un aumento dell’'espressione lattiglta di alcune isoforme di PKQx,

Bl, €, 6 eC. Queste raggiungono il picco di attivita cataditie 30 minuti dalla stimolazione
con PMA; a 72 ore dallo stimolo con PMA, nelle o#dl differenziate a fenotipo
megacariocitico, si rileva una diminuizione dellk@tranne dell'isoformd. Al contrario

le PKC sono represse nel differenziamento lungdinka eritroide (Zauli et al., 1996,
Grabarek et al.). Inibendo le PKC, con inibitoresjfici, si sopprime il differenziamento
megacaricitico, indotto dal trattamento con PMAg&hun attivatore delle PKC).

Durante il differenziamento megacariocitico, le lwel subiscono un blocco della
replicazione, aumentano l'espressione della GRI&b-b integrinaa;,Bs e divengono
poliploidi (Hong et al., Long et al). Esprimendoaumaggiore quantita di GPIIb-llla, le
cellule aumentano considerevolmente la loro capaliitadesione a piastre ricoperte con
fibrinogeno (Boudignon et al., 1996). Le HEL, comlére linee derivanti dal sangue di

pazienti affetti da leucemia, possiedono proprieteétipiche proprie delle cellule eritroidi,
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mieloidi e megacariocitiche; la GPIIb-llla e il cptasso GPIb-1X-V sono dei markers
specifici della linea megacariocitica (Nurden, 1997

Le HEL possiedono anche altri recettori di membrah@ sono dei tipici markers
piastrinici, come quelli per trombina, ADP, epime&, PGE. Trombina e PGEprovocano
'aumento delle concentrazioni citosoliche del cAMPdel C4', agendo con pathways
differenti rispetto alle piastrine (Vittet et al992). Stimolando con esteri del forbolo, le
cellule vanno incontro a “spreading” con formaziatie“stress fibers” (fibre di actina)
(Ylanne et al.), smettono di proliferare ed inizacicli di endomitosi che generano cellule

poliploidi, ovvero con corredi genetici multipli @N (Long et al.).

MARCATORI DI DIFFERENZIAMENTO NELLE HEL

La Glicoproteina llb-llla o integrina ai B3

La glicoproteina GPllb-llla, chiamata anchey[33, & lintegrina pid abbondantemente

espressa sulla membrana delle piastrine ed & fardwtuna catena e una caten§. In
seguito all’attivazione, questo recettore, va inom@ cambiamenti strutturali passando da
una forma a bassa affinitd ad una ad alta affini@diando l'interazione delle cellule con il
fibrinogeno ed é essenziale nel promuovere il meaeli aggregazione piastrinica e di
adesione cellulare (figura qui di seguito) (Boudign1996).
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LOW AFFINITY (T) HIGH AFFINITY (R)

Possiede, inoltre, siti di legame con fibronectwigonectina, fattore di von Willebrand e
trombospondina. La stimolazione delle cellule dateadi agonisti, genera sia una
variazione nell'espressione dell'integrina, sia segnalazione “inside-out” che genera un

cambiamento conformazionale nel dominio extracalkildel recettore, portandolo alla sua
forma aperta che possiede la maggiore affinitadldiarinogeno. L'interazione dellep33

con il fibrinogeno porta generalmente ad una segmate “outside-in” mediata da
trasduttori, come PI-3K, Src e Pyk2, che legandoiminio intracellulare dell'integrina.
Questo tipo di segnalazione induce una serie dntevetracellulari che portano allo
“spreading”, alla riorganizzazione del citoschadeg¢d al rilascio di vescicole, attraverso |l
coinvolgimento di almeno tre vie di segnalazioneela delle tirosina chinasi, della P13

chinasi e delle MAP chinasi.
Le HEL esprimono questa integrina sulla propria imema, ma I'espressione detiay[33

e fortemente aumentata se le cellule sono indd&ko stimolo con esteri del forbolo, a
differenziare lungo la linea megacariocitaria (Ylaret al., Saito, Long et al., Zauli et al.).

Anche nelle HEL la0 33 media l'adesione al fibrinogeno, alla fibronectiad alla

vitronectina, e in seguito a stimolazione il comsgte si rilocalizza nei siti di adesione

focale (Boudignon-Poudhon et al., Ylanne et al.).
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Il Complesso Glicoproteico Ib-IX-V

Il complesso glicoproteico Ib-1X-V costituisce urdei principali recettori di adesione
presente sulla superficie piastrinica ed ha unorwdhle nell’'emostasi primaria, in quanto
agisce come recettore preferenziale per il Fattioréon Willebrand (vVWf) associato al
collagene nella parete vasale danneggiata (Clemetsal.).

Il principale ruolo fisiologico del complesso GRAK-V e di mediare l'iniziale adesione
delle piastrine circolanti al vWf immobilizzato telmatrice sottoendoteliale ad elevate
velocita di flusso. A bassi flussi ematici, 'ades® e lo sviluppo del trombo sono
essenzialmente indipendenti dal GPIb-IX-V e coigeolo altre molecole di adesione tra
cui il collagene, l'integrinat,f3;, la glicoproteina GPVI e I'integrinen3s, recettore per il
fibrinogeno (Berndt et al.). Il GPIb-IX-V e in gradli interagire anche con altri ligandi
fisiologici come la trombina, la P-selectina espeesulle cellule endoteliali e sulle

piastrine ed il recettore di adesione dei leucdddc-1.

HIGH SHEAR AGGREGATION
LRRs VWF (A1) vWF or Fibrinogen
T l Ny T
F? GPIlIb-llla {ullbp3)
TGP
GPIbj
GPIX 2

- L
PlA — FH
|" 14-3-30
+

{:EI2 T ._‘..-""'
Pl 3-kinase| -7

14-3-3C A3 s | Src PEC |-
Syk  Lyn

Membrane skelaton ERE-112 Cytoskeleton

Il GPIb-IX-V & un complesso glicoproteico di memiaacostituito da tre subunita
transmembrana, GPlb, GPIX e GPV, prodotti da qoaténi differenti: i geni per GPdbe
GPI sono localizzati rispettivamente sui cromosomelZ2, mentre i geni per il GPIX e
GPV sono entrambi sul cromosoma 3. Tutte le suawdt GP1b-1X-V sono richieste per

una stabile espressione del recettore funzionalel@ws et al.).
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La piu importante subunita del complesso € la GRibe contiene i siti di legame per il
VWEF, per il recettore di adesione Mac-1, per Petgla, per la trombina, per il kininogeno
ad alto peso molecolare e per il fattore Xl (Donmaet al). La coda citoplasmatica della
GP Il contiene i siti di legame per due proteine, “adiimding protein” (ABP-280) e 14-
3-3(, implicate nella regolazione dell'attivita funzale del complesso GPIb-IX-V.

Il principale ruolo fisiologico del GPIb-IX-V é dnediare l'iniziale adesione delle piastrine
circolanti al vWf immobilizzato nella matrice so#tadoteliale esposta, in condizioni di
elevato flusso sanguigno. Le piastrine che prendmngatto con il vWf immobilizzato
traslocano sulla superficie sottoendoteliale diretal GPIb-1X-V: questa interazione tra il
vWf ed il GPIb-IX-V ad alto tasso associazione/d@azione rallenta la velocita delle
piastrine e ne promuove il processo di rotolamendta matrice. La traslocazione continua
finché esse non si attivano e sono arrestate dairle del vWF con lintegrina GPllb-llla
(Berndt et al.).

Il complesso GPIb-IX-V interviene negli eventi trbatici e post-trombotici anche
promuovendo l'interazione tra piastrine e leucq@erndt et al.).

L'espressione del complesso GPIb-1X-V é tardivdenelEL e varia nelle differenti linee
cellulari, forse riflettendo stadi diversi di difemziazione o diversi gradi di neoplasie
(Saito).

La poliploidia

Una cellula poliploide & caratterizzata dal posseds copie multiple del numero di
cromosomi aploide. La poliploidia puo rappresentareormale evoluzione di una cellula,
come per i megacariociti, oppure essere indottl datess. Qualunque sia l'origine e |l
tipo cellulare, la poliploidizzazione aumenta iltaf@lismo, le dimensioni e la massa della
cellula, senza dover consumare energia per paattenine tutte le fasi della divisione.

Si modificano, inoltre, I'espressione e l'attivaa® dei geni con una grande varieta di
proteine prodotte dalla cellula. L’alto contenutioDdNA potrebbe essere un vantaggio in
alcune cellule specializzate, o essere dannosoalper. La poliploidizzazione potrebbe
indurre un aumento della trascrizione di un fattdirérasformazione, che pud portare alla
manifestazione fenotipica neoplastica (Ravid ¢t al.

La poliploidia fu scoperta, da Strassburger nel019ielle piante. Negli insetti € stata
descritta tra gli artropodi e nellBrosophila melanogaster, che oltre alla poliploidia

manifesta anche una politenia (concatenamentordeiasomi) (Edgar). Nei Mammiferi &
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confinata solo ad alcune linee cellulari: neglitegdi si osservano due tipi di poliploidia,
una in cui i nuclei sono distinti tra loro e 'ati cui il nucleo non si divide, quest’ultima
forma € associata all'invecchiamento (Kudryavtdeal.¢; un discreto numero di miociti, in
particolare nel ventricolo sinistro, diventano pédidi sotto stress e l'ipertrofia € associata
ad un'ulteriore poliploidizzazione (Sandritter a@@domazzoni, 1964); in modelli animali
ipertesi, si e rilevata la poliploidizzazione neftauscolatura liscia aortica (Owens and
Schwartz) e in quella uterina; con l'invecchiameatanentano i tireociti e le cellule del
surrene poliploidi (Auer et al.). Nei megacariqcla poliploidia rappresenta il normale
sviluppo.

| megacariociti danno origine, per frammentaziaike, piastrine. La poliploidia & associata
ad un aumento delle dimensioni della cellula, degfRNA e della sintesi delle proteine
proprie delle piastrine come: la GPIlb e il compte$PIb-IX-V. La differenziazione dei
megacariociti ha origine da cellule multipoteng) midollo osseo, principalmente sotto lo
stimolo della Trombopoietina (TPO). La TPO da ini# mantiene la maturazione del
megacariocita che va incontro a poliploidizzazidine a 128N, anche se | megacariociti
iniziano a frammentarsi in piastrine gia allo stedi 8N (Jackson, 1997).

Nei megacariociti umani e stato osservato che,rder&processo di poliploidizzazione, si
ha la condensazione del DNA con la formazione difuso mitotico sferico e la
dissoluzione della membrana nucleare, mentre neengono I'anafase B, la divisione del
citoplasma e i cromosomi non segregano completan(&ay et al.).

Il processo di poliploidizzazione é regolato ddice In particolare, nei megacariociti di
topo e stato osservato che la sovraespressiorg cielina D3 provoca un aumento del
grado di poliploidia (Zimmet et al.).

Studiando la poliploidia nelle HEL si e visto claeciclina D3 e associata ad una subunita
Cdk2 che ne incrementa l'attivita chinasica nekdlude poliploidi. Inoltre, la poliploidia
sembra dipendere, sebbene in modo minore, dall’atate concentrazione di cicline di
tipo A ed E che facilitano il ritorno in fase S (et al.).

In letteratura sono riportati i ruoli di altre peaie e complessi come ad esempio
'espressione di p21 e p27, che inibiscono la cegione del DNA, arrestando il ciclo
cellulare in fase G1 (Taniguchi et al.); la cicliB& associata al fuso mitotico permette la
condensazione del DNA, durante la poliploidizzagioquesta ciclina € degradata da
proteosomi (Ravid et al.); la soppressione di AlMpioteina della famiglia delle Aurora
necessaria allo svolgimento della fase M, favoriageoliploidia.
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In conclusione, la poliploidia & dovuta ad una fiegolazione di molti processi simultanei
e una stimolazione complessiva di questi eventiigedun grado di poliploidia piu alto,
rispetto all'intervento su ogni singolo processayi et al.).
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LA FAMIGLIA DELLE PKC

La Protein Kinase C (PKC) é un enzima appartenaligeserina/treonina kinasi, scoperta
nel 1977 da Nishizuka e collaboratori (Takai €} ald & considerata una componente
chiave delle vie di segnalazione tra superficidutaale e componenti intracellulari. Essa e
coinvolta nella trasduzione del segnale in risp@ststimolazioni di recettori da parte di
ormoni, fattori di crescita, neurotrasmettitoriegola vie di segnalazione intracellulari che
portano alla proliferazione e al differenziamentiishizuka et al.1988, Huang et al.).
Quest’enzima, presente in quasi tutti i tipi celhyl funziona come recettore cellulare per |l
diacilglicerolo (DAG), secondo messaggero lipidedorte attivatore diretto dellenzima
stesso (Nishizuka et al. 1992, Jerushalmy et al).

Come tutte le protein chinasi citosoliche, PKC eposta da un dominio regolatorio all'-N
terminale e da un dominio catalitico al -C termindbve si trova anche il sito di legame
per I'ATP e la sequenza in grado di legare il sabst Inoltre PKC, per poter svolgere la
sua funzione di fosforilazione in serina o treonid@ substrati, necessita di essere
fosforilata a sua volta da altre chinasi. Piu diergte si &€ scoperto che PDK1, una chinasi
PI3K dipendente, & I'enzima responsabile dellaofilakione in serina/treonina di PKC.
Esistono almeno tre siti in cui la molecola puceesdgosforilata: uno sulla treonina 538 nel
loop di attivazione all'interno del dominio catédib ad opera di PDK1 e due sulle ultime
due serine al -C terminale le quali subirebberoautofosforilazione a significato
regolatorio. Tuttavia il significato di queste fosfazioni rimane ancora oggi discusso
(Parek et al., Edwards et al., Hansra et al., L&l.€2002).

L'attivazione di PKC ha come conseguenza il trasfento di un gruppo fosfato dallATP
agli amminoacidi serina e/o treonina di diversistrsti.

| substrati fosforilati da PKC sono vari e poss@ambiare da un tipo cellulare all'altro
facendo quindi variare il ruolo funzionale di PKGeronda dei tessuti in cui & espressa.
Questa molteplicita ed ubiquitarieta di funzionst@a spiegata a cavallo tra gli anni '70 e
'80 con la scoperta dell’esistenza di diverse isoéo di PKC, ognuna diversamente
espressa nei vari tessuti, con diversa regolazigpesificita di substrato e localizzazione
sub-cellulare (Huang et al.). Oggi sappiamo che RK@na famiglia composta da 12
isoenzimi che condividono tutti un dominio catattial C-terminale particolarmente

conservato. L'esistenza di tre diversi tipi di doinnegolatori al N-terminale ha permesso
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la divisione della famiglia di PKC in tre sottogpiple PKC convenzionali o cPKCdi cui
fanno parte gli isoenzina,pl, Bl e y, sono le prime ad essere state scoperte e pragenta
una regione regolatoria caratterizzata dalla psein un dominio C2 capace di legare |l
Ccd”*, da cui sono conseguentemente regolate; inolesente un dominio C1 costituito
da due sequenze ricche in cisteina deputate amnlegan la membrana e con DAGe
PKC non convenzionali o nPKG cui appartengono le isoforn®g,n e 6, sono prive del
dominio C2 o ne possiedono un tronco e comungquemgrado di legare il calcio, percio
sono state chiamate calcio-indipendenti; esseviattmantengono la capacita di legare la
membrana ed il DAG essendo fornite del dominio CN-derminale. Le ultime PKC
scoperte in ordine di tempo appartengono quase tattquelle PKC Caindipendenti
chiamateatipiche o aPKC di cui fanno parte le isoformé, A, 1 e 4. Queste PKC
mancano sia del dominio C2 che delle sequenzegdime per il DAG e non si conoscono
agonisti in grado di attivarle, conseguentemente g conosce circa la loro funzione e
regolazione (Nishizuka 1992, Johannes et al., Rah,eDorit et al.).

Le singole isoforme differiscono anche per distzibne tissutale, localizzazione
intracellulare, specificita di substrato e recluésmo di cofattori, € sono quindi regolate in
modo indipendente. La regolazione si basa essemzmé sulla fosforilazione da cui
dipende l'attivazione/inattivazione dell’enzima.cAhe isoforme di PKC come tae lef3
sono pressoché ubiquitarie, mentre altre manifestaa maggiore tessuto-specificita (Bell
et al., Mochly-Rosen et al.).

L'ISOFORMA 6 DI PKC

L’isoforma @ é stata particolarmente studiata negli ultimi asabbene sia stata scoperta e
sequenziata agli inizi degli anni '90 nel tessutasoolare scheletrico (dove si trova
associata al sarcolemma), essa € lisoforma cashita dei tessuti linfoidi (timo e
linfonodi) ed ematopoietici, con prevalenza di esgione in linfociti T maturi (CD4e
CDS8") e piastrine; nel muscolo scheletrico la PB@artecipa alla trasduzione del segnale
nelle giunzioni neuromuscolari in via di sviluppo mature, interviene anche nella
regolazione della progressione del ciclo cellulardell’'organizzazione del citoscheletro
nelle cellule endoteliali (Chang et al.).
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La maggior parte delle informazioni relative a dlissforma e stata raccolta dagli studi sui
linfociti T; si & scoperto infatti che PK&-e coinvolta nel processo di attivazione e nella
proliferazione delle cellule T mature, inoltre needselettivamente alcune funzioni
essenziali nella segnalazione legata al recettelte dellule T (TCR), svolgendo cosi un
ruolo chiave non solo nella fase iniziale ma ancbgli eventi tardivi della replicazione
cellulare (Altman et al.).

Nelle cellule T attivate dallantigene, PK&Ctrasloca in membrana e colocalizza con |l
recettore nel sito di contatto con I'APC; la stiamibne del TCR induce anche la
traslocazione di PK® in membrana. Questa traslocazione pare mediatadaia
fosforilazione sulla Thr 538 nel loop di attivazeo(Sparatore et al.) da parte di PDK1 che
dalla fosforilazione sulla Tyr 90 nel dominio regrio dell’enzima dipendente dalla
tirosina chinasi Lck (enzima citosolico, appartdeealla famiglia di Src) (Liu et al. 2000).
A seguito di questa fosforilazione, essenzialelpesua azione, PK®-attiva NF-kB, un
fattore nucleare coinvolto nella trascrizione dehg per linterleuchina 2, il principale
fattore di crescita dei linfociti T (Altman et al.)

Un modello proposto suggerisce che l'isoforénai trovi nel citosol delle cellule T nella
sua forma chiusa ed inattiva, dovuta all'interagiomramolecolare del dominio catalitico
con il dominio pseudosubstrato. || dominio pseudistato € costituito da una sequenza al
N-terminale dell’enzima che e analoga a quellasdbktrato che lega il loop di attivazione
del dominio catalitico, ma con la sostituzione diaualanina al posto della ser/thr
fosforilabili. L’idrolisi dei fosfatidilinositoli e 'esposizione in membrana del DAG,
determinerebbe una traslocazione in membrana deitesi con conseguente attivazione;
l'attivazione di PDK1 da, parte di PI3K, permettare la fosforilazione di PK®-nel suo
“loop” di attivazione all'interno del dominio catado, portandola alla sua forma
cataliticamente attiva. Inoltre la fosforilazione firosina al N-terminale, proprio nel
dominio regolatorio, ne influenzerebbe positivaredtdttivita (Altman et al., Ron et al.).
L'isoenzima® interagirebbe con diverse proteine diverse dabtsatm, ma il quadro di
gueste interazioni rimane ancora confuso (Liu.€2@00 e 2002).

Meller et al. hanno riportato una interazione sjeidi PKCHO con lisoformat della
famiglia delle proteine 14-3-3 nei linfociti-T. 133t € una proteina con funzione di
adattatore o di "scaffold" che lega la forma inattili PKCO e ne impedisce la funzione e
la traslocazione. In pratica contribuirebbe allgolazione di PK@ mantenendola nella

sua forma inattiva ed ancorata in siti cellulaedfici.
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PKC-0 nel differenziamento mieloide

Sebbene molti studi abbiano chiarito il ruolo sealall’isoformad nelle cellule della
linea linfoide, si conosce ancora poco invece 8ol siolo nelle cellule della linea
mieloide.

Diversi lavori presenti in letteratura suggeriscasie l'isoforma® di PKC possa
essere coinvolta nei processi di differenziament mrogenitori mieloidi a
megacariociti e piastrine (Oshevsky et al., Zaudéle Grabarek et al.).

Nella linea cellulare da noi usata come modello pdogenitore della linea
megacariocitica, le HEL, la PK@- attiva e viene prodotta in seguito all'induzione
del differenziamento con PMA. Inoltre nelle HEL ibifferenziamento
megacariocitico indotto da PMA & accompagnato daifivazioni dell’attivita
catalitica di PKC e della composizione delle isafer a livello nucleare; un
trattamento acuto con PMA stimola una traslocaziowessiva di alcune isoforme
(tra cui ©) dal citosol al nucleo, mentre un’esposizione ymghta porta ad una
parziale o completa “down-modulation” delle stessdorme (Zauli et al.). Inoltre
nel differenziamento dai progenitori CD34 megacariociti (MK) la PK®- risulta
essere l'isoforma che subisce I'incremento maggibrespressione tra gli isoenzimi
della famiglia di PKC. Un ulteriore incremento dpeessione di PK®-si ha anche
nel differenziamento da MK a piastrine. In nessalia cellula della linea mieloide
si osserva un incremento cosi massivo di FK€Ixggerendo una certa specificita di
guesto enzima per la linea megacariocitica (Oshetsi.).

Tutti questi indizi lasciano spazio all'ipotesi cR&C-0 possa svolgere un ruolo
molto importante nel differenziamento lungo la dnmegacariocitica di progenitori
mieloidi e di linee megacariocitiche come le HELanalisi dei dati presenti in
letteratura fa supporre che la PKGia sempre piu espressa nella linea mieloide man

mano che si passa da cellule progenitrici a piastri

PKC-0 nelle piastrine

Scoperta per la prima volta nelle piastrine da Wengl. nel 1993, e stata sequenziata e
clonata da Chang e colleghi pochi mesi dopo, ti#tda allora non é stato condotto alcuno
studio specifico su questa isoforma che aiutasdaaairne la funzione. Notizie aggiuntive
ci arrivano da studi condotti su altre due proteii@striniche che hanno quasi
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accidentalmente incappato in PKIC-Crosby and Poole nel 2002, studiando una tirosina
chinasi citosolica chiamata Bruton's tyrosine kan@Btk), hanno scoperto una interazione
reciproca tra questa proteina e PHRCin piastrine umane. In pratica a seguito di
stimolazione con Alboaggreghina A, PKfesforila Btk in ser/thr, mentre Btk fosforila a
sua volta PK® in tirosina inattivandola.

Moesina, una proteina dei siti d'adesione focafgmepnente alla famiglia di ERM (ezrin-
radixin-moesin) implicata nel legame tra membranaitescheletro & l'unico substrato
putativo di PKCO finora identificato nelle piastrine. Pietromonagccolleghi infatti nel
1998, studiando Moesina, hanno scoperto che esse@avi®sforilatain vitro proprio dalla
isoforma 6 di PKC. Purtroppo, nessuno studio successivo scitu a dimostrare che
l'interazione tra PK( e Moesina avvenga anche in vivo.

Come accennato in precedenza, PKE-risultata essere particolarmente espressa nelle

piastrine, tuttavia il ruolo di questa isoforma gqoueste cellule rimane essenzialmente

oScuro.
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METODI

Preparazione delle piastrine

Campioni di sangue intero sono stati ottenuti daatlari sani, adulti di 20-40 anni che non
hanno assunto farmaci nelle due settimane predetientlievo, il quale e stato eseguito
utilizzando ACD (130 mM acido citrico; 152 mM citeadi sodio; 112 mM glucosio),
come anticoagulante. Le piastrine ottenute tragetefiltrazione su una colonna di CL-2B
sefaroso come gia descritto in precedenza (Tortiaklt, sono state portate alla
concentrazione di 3 x fGcellule/ml in HEPES buffer contenente 2 mM Gal& mM

MgCl, and 2 mM glucosio.

Coltura cellulare ed induzione del differenziamento

Le HEL sono state coltivate in terreno RPMI (Rosvirdrk Memorial Institute Medium
1640) al 15% di FBS (siero fetale bovino inattivataalore), con I'aggiunta di antibiotici
ed antimicotici e di 2mM L-glutammina a 37°C al 52©,. Le cellule sono splittate
quando per concentrazioni superiori & T@llule/ml. Una buona concentrazione per la
crescita @ di 1B10° cellule/ml. Il differenziamento megacaricitico lgeHEL & stato
indotto aggiungendo al terreno di coltura 100 nMAP{brbolo miristato acetato) per 72
ore a 37°C al 5% CO A questo scopo, le cellule in coltura vengonotatencon trypam
blue, centrifugate e portate in terreno completaiad concentrazione di 4@ell/ml e ad

un volume trai 10 ed i 30 ml.

Per ogni esperimento sono state allestite quathttoslture: (1) cellule trattate con
0.0002% DMSO, (2) 100 nM PMA + 0.0001% DMSO, (31M 6-PS + 0.0001% DMSO,
(4) 1uM 6-PS + 100 nM PMA. Le cellule cosi trattate vengorubate 72 ore a 37°C e al
5% CO2. Trascorse le 72 ore le cellule di ciasdiasta vengono contate separatamente,
lavate due volte in PBS e risospese alla concdatrazli 16 cellule/ml sempre in PBS.
Dopo la marcatura con anticorpi, le cellule sormtestanalizzate al citofluorimetro o al

microscopio confocale, oppure lisate con detergmti’analisi biochimica.
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Valutazione dell’aggregazione e del cambio di forma

| campioni di piastrine gel-filtrate (0.4 ml) sorsiati precondizionati a 37°C in un
lumiaggregometro prima dell'aggiunta di 1 o QUL peptide miristoilato pseudo substrato
di PKCH (8-PS) e/o trombina (1 U/ml). Le piastrine sono siateincubate per 5 minuti
con 1 o 0.0uM B-PS prima della stimolazione con trombina. L'intbé di PKC, Ro-

318220 (1 pM) e stato aggiunto 15 minuti prima aledtimolazione. L'aggregazione

piastrinica & stata monitorata nel tempo come mergo della trasmittanza.

Il cambio di forma piastrinico e stato valutato ees8almente come descritto sopra ma
'aggregazione e stata evitata preincubando i camigion 10 mM EGTA, essenzialmente
come descritto da Negrescu et al., per 5 minuth@rdella stimolazione con 1U/ml di

trombina.

Localizzazione subcellulare di PKC8

Piastrine gel-fitrate sono state trattate con dwufd con 1U/ml trombina per tempi
crescenti, e le frazioni subcellulari sono stateeratte mediante due diversi metodi.
Membrane e citosol sono stati preparati lisandoekule con digitonina, essenzialmente
come descritto da Barry and Gibbins. Aliquote diosol e della frazione ricca in
membrane, contenenti la stessa quantita di proteitadi, sono state separate mediante
SDS-PAGE su gel di poliacrilamide al 8%, trasfestemembrane di PVDF e marcate con
anticorpi PKC8 anti actina. Le bande immunoreattive sono stdevate mediante

reazione di chemioluminescenza.

Le frazioni contenenti il citoscheletro actinicoSK) e le frazioni Triton X-100 soluili
(TX100S), sono state ottenute lisando le cellule ¢ Triton X-100, essenzialmente
come descritto da Torti et al.

Immunoprecipitazione di PKC-0 da piastrine

Piastrine gel-filtrate, resting o stimolate connttwna trattate (0.4 x fOcellule/ml),
eventualmente pre-incubate a 37°C cquM16-PS per 5 minuti, sono state lisate in
tampone da immunoprecipitazione 2X (100 mM Tris/H&H 7.4, 200 mM NaCl, 2 mM
EGTA, 2 % Nonidet P40, 0.5 % sodio deossicolato%®@licerolo, 20ug/ml leupeptina,
20 pg/ml aprotinina, 2 mM PMSF, 2 mM BO4, 2 mM NaF). Dopo preclearing con

Proteina A-Sefaroso, i surnatanti sono stati intut@n anticorpi anti PK@ o antia-
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tubulina (1pg) per 2 ore a 4°C, immunoprecipitati con|8@li proteina G-Sefaroso per 45
minuti e lavati tre volte con tampone da immunojmiészione 1X. Le proteine
immunoprecipitate sono state separate mediante FSAIEE, trasferite su membrane di
PVDF e marcate con anticorpi anti fosfotirosinati antubulina o anti PK@. In alcuni
esperimenti, le membrane marcate con anticorpi fastotirosina sono state strippate e
nuovamente marcate con anticorpi anti P&C- Negli esperimenti di
coimmunoprecipitazione, le cellule sono state disadn tampone di lisi al 1% NP-40 (1%
NP-40, 150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM EBT10 mM NaF, 10 mM
NasP,O7, 0.4 mM NaVvO,, 10ug/ml leupeptina, 41g/ml pepstatina e 0.1 U/ml aprotinina).
Campioni contenenti la stessa quantitd di proteiselitamente 2 mg) sono stati
immunoprecipitati con anticorpi anti PK&per 1 ora a 4°C in presenza di50di biglie

di proteina G-Sefaroso. Le proteine immunopredipitaono state analizzate mediante
immunoblotting con anticorpi specifici come dedorsopra.

Immunoprecipitazione di PKC-0 nelle HEL

| campioni sono stati lisati aggiungendo un uguakime di IP buffer 2x (Tris-HCI 100
mM, NaCl 200 mM, EGTA 2 mM, NP-40 2%, glicerolo 20%a deossicolato 0.5%), al
guale prima delluso sono stati aggiunti gli indit delle proteasi (Proteases Inhibitor
Cocktail - SIGMA), inibitori delle tirosin-fosfatadlaF 2mM e Na3VO4 2mM. | lisati sono
stati incubati in ghiaccio per 15-20 minuti e pocantrifugati a 13000 rpm per 10 minuti a
4°C. E’ stata eseguita la quantificazione delletggn@ contenute nei lisati con metodo

BCA per immunoprecipitare da un’'uguale quantitprditeine in tutti i campioni.

Una volta aggiustati i volumi dei lisati cellulaxon IP buffer 1X, ciascun campione é stato
addizionato con |ig di anticorpo anti PK® policlonale ed incubato in camera fredda
over-night (su ruota). | campioni sono stati céagiati a 13000 rpm a 4°C per eliminare
eventuali precipitati. Recuperato il surnatantestata aggiunta la proteina G-sefaroso e,
dopo incubazione su ruota a 4°C per 45 minutinghunoprecipitati sono stati lavati per 3

volte con IP buffer 1X.

Saggio dell'attivita chinasica di PKC9

Piastrine gel-filtrate, resting o stimolate conntimna (0.4 x 19 cellule/ml), sono state
lisate in tampone di lisi al 1% NP-40 (1% NP-400186M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0,
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5 mM EDTA, 10 mM NaF, 10 mM N&,07;, 0.4 mM NaVO,, 10 ug/ml leupeptina, 4
png/ml pepstatina and 0.1 U/ml aprotinina) ed immuegjpitate con anticorpi anti PKE-
come descritto sopra. Prima dell’aggiunta dellatggna G-Sefaroso ciascun campione é
stato separato in due aliquote identiche: unazattia per il saggio chinasico e l'altra, di
controllo, viene caricata su gel al 8% per eletre$i e trasferita su membrana per
limmunoblotting con anticorpo anti PK@- Dopo tre lavaggi in tampone di lisi 1% NP-
40, gli immunoprecipitati sono stati equilibrati tampone chinasico (140 mM NacCl, 20
mM Tris-HCI pH 7.4, 2.5 mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 15 mMgClL e 2 mM PMSF, 2
mM NaF, 2 pg/ml leupeptina, 2 pg/ml aprotinina, MilaF, 2 mM NgV0O,). Ciascun
campione é stato poi risospeso in&@i soluzione per la reazione chinasica (5mM DTT,
e 24M ATP, in tampone chinasico) contenentgi20per reazione diN*>-P]ATP e fug di
proteina basica della mielina (MBP), utilizzata @substrato. In alcuni campioni alla
soluzione della reazione chinasica sono stati aggi uM 6-PS o 3 ng di forbolo-
miristato-acetato (PMA). La reazione e stata partavanti per 15 minuti a 37°C. |
campioni sono stati separati mediante SDS-PAGEetuWigpoliacrilammide al 12%. La

quantita di A**P]ATP incorporata nel substrato & stata rilevatdiante autoradiografia.

Microscopia confocale

Campioni di piastrine gel-filtrate, eventualmenteipcubate a 37°C per 5 minuti con 1
MM 6-PS, sono state trattate con tampone o con 1Ubmnidina a 37°C per 1 minuto,
senza agitazione per evitare la formazione di aggrel campioni sono stati fissati in
paraformaldeide al 0.5% in PBS. Dopo estensividgvan PBS per eliminare I'eccesso di
paraformaldeide, le piastrine sono state fatte il@dgyer sedimentazione su vetrino
polilisinato. Le piastrine aderenti al vetrino sastate permeabilizzate in ghiaccio con 1%
Triton X-100 e poi lavate tre volte in PBS. | vatrsono stati incubati con 2 pg/ml di
anticorpo anti PK@ e/o con 2ug di anticorpo anta-tubulin in PBS con 1% BSA per 1
ora a temperatura ambiente. Dopo tre lavaggi in P&S$rini sono stati incubati per 1 ora
con 2.5 pg/ml di anticorpo secondario anti rabg®IFITC e/o 2.5 pg/ml di anti mouse
IgG Texas Red. Per marcare il citoscheletro adjnio alcuni esperimenti, 10 pg di
Falloidina-TRITC sono stati aggiunti ai campionir pg0 minuti. | vetrini sono stati
ulteriormente lavati in PBS ed é stato montatooprivetrino aggiungendo FluoroGuard

anti-fade reagent per preservare la fluorescenza.

69



Le immagini sono state raccolte il giorno stesspn wa microscopio confocale Bio-Rad
MRC1024 (krypton/argon laser) collegato ad un Nikbraphot 200, utilizzando un
obiettivo ad immersione planapochromat 60X con pertura numerica di 1.4. La
lunghezza d’onda di eccitazione/emissione era 85 nm per gli anticorpi coniugati

con fluoresceina e 567/605 per gli anticorpi maroan Texas Red.

Analisi citofluorimetrica

L'analisi citofluorimetrica, € stata effettuata peslutare I'espressione dei markers di
differenziamento (immunofenotipizzazione) e pewutatle il grado di poliploidia raggiunto
dalle cellule stimolate. Per limmunofonotipizzazég a campioni di 50Qul di 10°
cellule/ml sono stati aggiunti 101 di anticorpo anti CD41-FITC o anti CD42-PE o con
FITC-conjugated Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulingampioni sono stati incubati per
30 minuti al buio a temperatura ambiente; 1 ml BSPe stato aggiunto per fermare la
reazione. Dopo centrifugazione a 800 rpm per 1thii pellet & stato risospeso in 500

di PBS.

Per I'analisi della Poliploidia ad 1 ml di 46ellule/ml sono stati aggiunti 3 ml di etanolo
ghiacciato, goccia a goccia; i campioni sono statubati overnight a —20°C; il giorno

successivo i campioni soo stati lavati in PBS, péminare l'etanolo in eccesso,

centrifugati a 1400 rpm per 5 minuti, risospesPBS con 0.1% di glucosio, nuovamente
centrifugati e risospesi in Propidium lodide (Piai8ing solution (0.1% sodio citrato, 0.1%
Tryton X-100, 10 ng per ml di ioduro di propidio,00% RNAsi). Dopo incubazione a

temperatura ambiente per 30 minuti, i campioni sstad analizzati con un FACSCalibur
(Becton-Dickinson), acquisendo 10000 eventi perpiane.
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RISULTATI 1

PKC-0 in piastrine umane

Localizzazione subcellulare di PKC8

Al fine di indagare la localizzazione subcellulaidPKC-8 e la sua eventuale traslocazione
al citoscheletro, piastrine gel-filtrate sono ststimolate per 30 e 60 secondi con 1u/ml di
trombina. Dopo la lisi con 1% Triton X-100, i carmpi sono stati frazionati per separare la
frazione solubile al Triton X-100 (TX100) da quelfesolubile al Triton X-100, ovvero |l
citoscheletro actinico (CSK) (Torti et al.). Usangi@altro metodo, le piastrine sono state
frazionate usando come detergenti digitonina e fdaon X-100, come descritto nei
materiali e metodi (Barry and Gibbings), per ottenta frazione citosolica (CYT) e la
frazione ricca in membrane (MEM). Aliquote di ciasa frazione, contenenti la stessa
quantita di proteine, sono state analizzate meeliammunoblotting usando anticorpi
specifici diretti contro PK@. Figura 1 mostra che PKE+non & presente nel citoscheletro
di piastrine sia resting che stimolate. Tuttavia?Klocalizza prevalentemente nel citosol
di piastrine resting ed in seguito a stimolo coantbina si osserva una massiccia
diminuzione di PKC8 nella frazione citosolica ed un deciso incremeatatya presenza di
guesta proteina nella frazione ricca in membraige ngassima 30 secondi lo stimolo con
trombina.

Per caratterizzare ulteriormente la localizzazisnbcellulare di PK@® le cellule sono
state stimolate per 1 minuto con 1U/ml di trombifissate, permeabilizzate ed analizzate
al microscopio confocale previa marcatura con arpicfluorescenti diretti contro PK@-

Le immagini di Figura 2 mostrano come PIRQielle piastrine resting localizzi poco sotto
la membrana plasmatica, con una caratteristicailuligione a forma di anello (Figura 2,
pannello a) tipica dei microtubuli piastrinici (ki 2, pannello b). Dopo stimolazione con
trombina, PKC8 assume una distribuzione piu disordinata e diffsgura 2, pannello d),
simile a quella della-tubulina alle stesse condizioni (Figura 2, pamne)l. La simultanea
marcatura delle piastrine con anticorpi anti PEK@oniugati FITC e anto-tubulina
coniugati TRITC e mostrata nei pannelli c e f djdfa 2. L'analisi di colocalizzazione
dimostra che PK® colocalizza comu-tubulina (Figura 2, pannello c), nelle piastrine

resting e, in misura minore, nelle piastrine stem@lcon trombina (Figura 2, pannello f).
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Figura 1
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Fig.2. Localizzazione subcellulare di PKC-A) L'enzima €& assente nella frazione del
citoscheletro actinico (CSK) ma € presente in equahtita nella frazione solubile al Triton X-
100. B) Nelle piastrine non stimolate PKG presente principalmente nella frazione citosolic
(CYT), mentre nelle piastrine stimolate con trongbiPKC#O ¢ rilevabile essenzialmente nella

frazione ricca in membrane (MEM):

Figura 2

Fig.2. Localizzazione al microscopio confocale #id”0 (in verde, a; b)p-tubulina (in
rosso, b; e) e di PK@G-insieme a-tubulina (c; f), in piastrine resting (a; b; cs@émolate
con trombina (d; e; f).
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Fosforilazione in tirosina ed associazione caom-tubulina di PKC-0

Per caratterizzare ulteriormente I'associazioneKiC-8 cona-tubulina, sono stati eseguiti
degli esperimenti di coimmunoprecipitazione. Fig@raimostra chiaramente la presenza
di una discreta quantita di molecole alitubulina negli immunoprecipitati di PK@-
ottenuti da lisati di piastrine stimolate con trangb Per contro, 'associazione tra le due
proteine nelle piastrine resting é risultata debelguasi irrilevante. Queste evidenze
indicano che la trombina e in grado di indurre d@dazione tra PK®- e a-tubulina.
Esperimenti simili eseguiti con anticorpi anti PKCinvece che anti PK®- hanno
dimostrato che PKG@ non interagisce coru-tubulina in nessuna delle condizioni
considerate (dati non riportati). Inoltre la matwcatdegli stessi campioni con anticorpi anti
fosfotirosina ha evidenziato la presenza di fotdammne della PK@ nelle piastrine
stimolate con trombina.

Allo scopo di approfondire lo studio della fosfa@lone in tirosina di PK®- sono stati
eseguiti degli esperimenti in cui gli immunopretapi di PKCO sono stati separati
mediante elettroforesi utilizzando gel di gradiemtle5-15%. In alcuni esperimenti le
piastrine sono state trattate con 100 pervanadato con l'intento di inibire I'attivitaete
tirosina fosfatasi come descritto da Falet et al.ptoteine immunoprecipitate sono state
analizzate mediante immunoblotting, prima con amfic anti fosfotirosina e poi con
anticorpi anti PKO3. Nelle piastrine resting, PK&-non & fosforilata in tirosina ed il
trattamento con pervanadato non e e in grado drif@valcuna fosforilazione (Figura 4) in
assenza di stimolazione da trombina. Al contranegli immunoprecipitati di PK®-
ottenuti da piastrine stimolate con trombina, ésente un doppietto riconosciuto dagli
anticorpi anti fosfotirosina, probabilmente dovait un diverso grado di fosforilazione in
ser/thr, come gia documentato da Passalacqua ktoéite, in questo processo dovrebbe
essere coinvolta un’attivita tirosina chinasica etiggente dalla trombina, poiché il
pretrattamento con pervanadato potenzia la foatnoihe in tirosina di PK®-solo nelle

piastrine stimolate e non nelle resting.
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Figura 3
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Fig.3. Coimmunoprecipitazione di-tubulina con PK@®. La
stimolazione con trombina aumenta I'associazioneedebulina e
induce la fosforilazione in tirosina di PK&-

Figura 4
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Fig.4. Fosforilazione in tirosina di PKE&-indotta dalla trombina. L'inibizione
delle tirosina fosfatasi con pervanadato aumenszghale di fosforilazione solo
nelle piastrine stimolate con trombina ma non rreliing.



Attivita di PKC- 0

Abbiamo voluto verificare lo stato di attivazione RKC-0 nelle piastrine resting ed in
quelle attivate mediante un saggio di attivita ekina su immunoprecipitati di PK&-
utilizzando la proteina basica della mielina (MBf®me substrato. L'attivita di PK@-é
stata é stata valutata come quantita di radiotgttiacorporata nel substrato. Per verificare
che ciascun campione contenesse la stessa quédintitdteina, gli immunoprecipitati sono
stati divisi in due aliquote identiche: un’aliquadastata utilizzata per il saggio chinasico
(pannello inferiore di Figura 5), secondo quantscd&o nei metodi, mentre l'altra & stata
separata elettroforeticamente su un gel all' 8%pdiiacrilammide e sottoposta ad
immunoblotting con anticorpi anti PK&{pannello superiore di Figura 5).

Come si pud osservare dal pannello inferiore diukig5, PKCO é risultata
sostanzialmente inattiva nelle cellule resting.cAhtrario, PKC8 purificata da piastrine
stimolate con trombina, & attiva ed in grado didakre la MBP, tanto quanto quella
isolata da cellule resting e stimolata in vitro ¢dvA.

Inoltre abbiamo valutato la capacita di un peptueistilato, che mima la sequenza di
pseudosubstrato posta al N-terminale della proteinaibire I'attivita di PKC#. | peptidi
pseudo substrato miristoilati sono consideratinadtiate selettivi e capaci di permeare le
membrane cellulari (Eichholtz et al., Spyridopowdsl.). Inoltre, Passalacqua et al. hanno
recentemente verificato la specificitabdPSin vitro. Tuttavia la capacita di questo peptide
di inibire I'isoforma 8 di PKC nelle piastrine umane non era mai statafic@a in
precedenza. L’enzima immunoprecipitato da piaststimolate con trombina ma fatto
reagire con il substrato in presenza qiM 6-PS non e piu in grado di fosforilare MBP,
indicando che la presenza d@lPS inibitsce completamente l'attivazione dell’enai
indotta dalla trombina, riportando la fosforilazéodel substrato a livelli paragonabili a
quelli della PKCO immunoprecipitata da cellule resting. Per veriigcahe l'azione
inibitoria di 8-PS sia determinata da un’interazione specifica ikaominio chinasico
dellenzima, abbiamo utilizzato come controllo, paptide miristilato con una sequenza
random della stessa lunghezz&®d*S. Come mostrato in Figura 5, il peptide randa@m n
interferisce con l'attivita chinasica della PKCettenuta da immunoprecipitati di piastrine
stimolate con trombina, indicando cosi che I'effattibitorio diB6-PS e specifico.

Gli istogrammi del grafico in fondo alla Figura $artano invece i dati relativi alla
guantificazione delle bande di fosforilazione déMBP ottenuti da 4 diversi esperimenti

eseguiti alle medesime condizioni sperimentali.
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Figura 5
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Fig.5. Saggio dell'attivita chinasica di PKEC-A) Nel pannello superiore é riportato il rilevame mediante
immunoblotting della quantita di enzima immunoppéeito da ciascun campione. Pannello inferiore:
autoradiografia delyf>-P]JATP incorporato nel substrato (MBP). B) Quantifiione dell'intensita delle
bande delle autoradiografie ottenute da tre diaggi di attivita chinasica.
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Ruolo di PKC-0 nel cambio di forma piastrinico

Ulteriori esperimenti sono stati eseguiti nel t&émtadi comprendere il ruolo di PKE-
sulla funzionalita piastrinica intesa come capadiglle piastrine di cambiare forma e di
formare aggregati.

Il cambio di forma piastrinico e l'aggregazione sostati valutati come descritto nei
metodi, utilizzando campioni di piastrine preinctebeon 1QuM Ro 31-8220 ®-PS (0.01
MM - 1 uM) per 5 minuti a 37°C per inibire rispettivamentgte le isoforme di PKC o |l
solo isoenzima. Né Ro 31-8220 n8-PS sono in grado di indurre da soli il cambio di
forma o l'aggregazione (Figura 6). Tuttavia, merRe 31-8220 inibisce drasticamente
'aggregazione ed il cambio di forma indotti damtana, 8-PS causa solo una leggera
inibizione della aggregazione (Figura 6, pannellp Binibizione di PKC#H con 6-PS
provoca pero un aumento significativo e dose-dipateldel cambio di forma indotto dalla
trombina (Figura 6, pannello A).

Il cambio di forma piastrinico € un fenomeno mattmplesso, dovuto a meccanismi sia
dipendenti che indipendenti dal Caresponsabili rispettivamente della polimerizzagio
dell’actina e della depolimerizzazione dei micratlulpPaul et al.). Per caratterizzare il tipo
di influenza esercitato da PK&sul cambio di forma piastrinico, campioni di pras gel-
filtrate sono stati preincubati cdPS o con Ro 31-8220 per 5 minuti a 37°C, quindi
addizionati con tampone o trombina per 1 minuto7&C3in assenza di agitazione per
evitare l'aggregazione ed infine fissati e prepapsr la microscopia confocale. Le
piastrine sono state trattate contemporaneameateosi un anticorpo anti-tubulina e
relativo anticorpo secondario coniugato FITC, pearcare i microtubuli, sia con
falloidina-TRITC per marcare il citoscheletro aatom Le immagini di Figura 6 sono
rappresentative dei risultati ottenuti in tre dsieesperimenti eseguiti alle medesime
condizioni sperimentali.

| pannelli b, f e j di figura 6 indicano cl®&PS da solo non induce variazioni rilevabili
della distribuzione sia della-tubulina e dell’'actina nelle cellule resting. Riati identici
sono stati ottenuti trattando le cellule con i@ Ro 31-8220 (dati non riportati). Nelle
piastrine stimolate con trombina avviene un’evidediiminuzione del diametro del corpo
cellulare e la formazione di fillopodi di actinanoitre si ha depolimerizzazione dei
microtubuli con conseguente perdita della distnboe ad anello a favore di una
distribuzione diffusa (Figura 6, pannelli ¢, g e orprendentemente nelle piastrine

stimolate con trombina in cui l'attivita di PK&-& inibita dal trattamento co@-PS,
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sebbene siano presenti dei fillopodi ad indicame lelnormale polimerizzazione dell’actina
€ avvenuta, i microtubuli mantengono la loro stmatad anello, cosi come il diametro del
corpo della piastrina rimane simile a quello deBdule resting (Figura 6, panneli d, h e I).
Questi esperimenti indicano che, in condizionirdbizione di PKC8, si ha il blocco del
disassemblaggio dei microtubuli indotto dalla tramab Questi risultati sono consistenti
con quelli ottenuti in aggregometria (Figura 5Quali indicano che PK®-¢é coinvolta nel
cambio di forma piastrinico. Inoltre, poich®PS inibisce la depolimerizzazione dei
microtubuli e non i riarrangiamenti actinici, quedati concordano con l'evidenza di
un’interazione tra PK®-con i microtubuli ed in particolare contubulina (Figure 2 e 3).
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Fig.6. Tracciati di aggregazione ottenuti con umikggregometro. A) Il cambio di forma piastrinicalotto
da trombina € potenziato in maniera dose-dipenddaténibizione di PKC8 con6-PS. B) L'aggregazione
indotta da trombina & diminuita fortemente dalbizione di tutte le PKC con Ro 31-8220, ma € imilsiblo

debolmente dalla presenzabdPS
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Figura 7

Fig. 7 Citoscheletro piastrinico osservato al nscaopio confocale. Inibizione del disassemblaggio
dell’anello di microtubuli in piastrine stimolatert trombina in presenza @iPS.
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DISCUSSIONE 1

In questo lavoro abbiamo dimostrato che nelle piestumane la PK®- é coinvolta nel
cambio di forma piastrinico ed in particolare qoesinzima partecipa al processo di
depolimerizzazione dei microtubuli indotto dallartibina.

Il cambio di forma piastrinico € un insieme di peesi che avvengono nelle fasi precoci
dell'attivazione piastrinica e che coinvolgono pipalmente modificazioni dello stato di
polimerizzazione della actina e della tubulina @wéeau et al. Hantgan et al.). E’ ben noto
ormai che le piastrine, quando vengono stimolate agonisti, rilasciano il contenuto dei
granuli, perdono la loro forma discoidale, il corpellulare diminuisce di dimensioni ed
emettono protrusioni che conferiscono la caratieadorma stellata. A livello molecolare
queste modificazioni corrispondono ad una massigolanerizzazione dell’actina che da
origine a fillopodi, alla contrazione e al disasbéaggio dellanello microtubulare.
Sebbene quest’ultimo sia ritenuto responsabileadedratteristica forma discoidale delle
piastrine resting, il ruolo dei microtubuli nellanzione piastrinica ed in particolare nel
cambio di forma indotto da agonisti & ancora qdasitutto sconosciuto. In particolare si
conosce ancora molto poco riguardo agli eventi aesabili della contrazione e del
disassemblaggio dei microtubuli nelle piastrinévate e tantomeno e stata completamente
caratterizzata la cascata di eventi che regolatgpescessi (White et al.). Si sa soltanto
che nelle piastrine il fenomeno é regolato da éve&at dipendenti che indipendenti dal
C&* (Paul et al.). Dagli studi in altri tipi cellulasi & scoperto che il processo dinamico di
assemblaggio e disassemblaggio della tubulinaeamiimte regolato dall’attivita di ser/thr
chinasi, che regolano lo stato di fosforilaziongbteine associate al citoscheletro come
MAP-2 e T nel loro dominio di legame con la tubulina inflzando la stabilita del
microtubulo (Jameson et al., Theurkauf et al., Hathal.). Indicazioni in letteratura
suggeriscono che proprio le PKC potrebbero essechihasi coinvolte in questi processi
di fosforilazione. Hoshi e colleghi hanno dimostrat passato che proprio PKC catalizza
la fosforilazione di MAP-2 nel dominio di legamerga tubulina, inibendo cosi la capacita
di MAP-2 di indurre la polimerizzazione dei micrbtdi. Nei neuroni si € scoperto che
PKC-, una nPKC che manifesta proprieta di regolaziomdoghe a quelle di PK6;
responsabile della fosforilazione diNelle piastrine la nPKC maggiormente espressa € |

PKC-8, mentrec & assente. Recentemente Banan et al hanno pubhlindavoro in cui

81



dimostrano che lisoformad di PKC lega i microtubuli e ne regola lo stato di
polimerizzazione in una linea cellulare intestindéeCaco-2.

Le informazioni reperibili in letteratura supportaquindi i risultati sperimentali da noi
ottenuti su PK@ nelle piastrine, i quali indicano un ruolo attido questo enzima sui
microtubuli nel cambio di forma piastrinico.

L’analisi di microscopia confocale da noi effet@adFigura 2) dimostra che PK&nelle
piastrine resting e localizzata sui microtubulcdi ne condivide la distribuzione ad anello.
Dopo 1 minuto di stimolo con trombina le distribuzi sia di PKCO che della tubulina
appaiono disordinate e diffuse. Dagli esperimentbchlizzazione subcellulare, (Figura 1)
sappiamo che, a quelle condizioni di stimolo, liemz € presente prevalentemente in
membrana, contrariamente a cio che si osserva cellde non stimolate in cui PKE@-e
prevalentemente presente nella frazione citosoliegtre questa traslocazione indotta da
trombina e gia massima a 30 secondi di stimolazisnggerendo che la chinasi partecipi
agli eventi precoci dell'attivazione piastrinica.

Abbiamo inoltre verificato con esperimenti di coimnoprecipitazione che l'isoenzinta
associa fisicamente la tubulina. Nelle celluleingstjuesta associazione appare debole ma
e fortemente incrementata dalla stimolazione camiyina (Figura 3). Le condizioni
sperimentali ai quali si esegue la immunoprecimta (in presenza di detergente e a 0°C),
implicano la completa depolimerizzazione dei miockatli ed escludono percio la
possibilita che questa associazione sia dovutanadppolamento della chinasi nella
struttura microtubulare. Per saggiare la spedifiaiel’'associazione sono stati inoltre
eseguiti esperimenti analoghi per lisoforimadi PKC i quali hanno dato esito negativo
(dati non riportati).

| risultati ottenuti dai saggi di attivita chinasi¢Figura 5) hanno dimostrato che PRE&
cataliticamente inattiva nelle piastrine restinggntne il trattamento delle piastrine con
trombina e in grado di determinarne l'attivazicxevivo, almeno tanto quanto il PMixa
vitro. Abbiamo anche verificato cheB#PS inibisce in maniera specifica I'attivita caiai

di PKC-0 nelle piastrine stimolate con trombina, riportaadai livelli basali. L'utilizzo di
guesto inibitore é stato fondamentale per le indagll ruolo funzionale di PK®: A
guesto riguardo, le analisi allaggregometro haewidenziato che l'inibizione dellenzima
determina un aumento dose-dipendente del cambidorna piastrinico indotto da
trombina, il quale probabilmente €& responsabile ddlentamento del processo di
aggregazione osservato (Figura 6 pannello b). t&mtel cambio di forma €& correlato
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allaumento di assorbanza della sospensione piastriLe cellule stimolate mutano la loro
forma da discoidale, tipica delle stato restingst@llata” formata da un corpo cellulare
sferico da cui si dipartono numerosi fillopodi. iramagini del citoscheletro ottenute al
microscopio confocale hanno aiutato a chiarire ignsicato di questo aumento di
assorbanza osservata negli esperimenti di aggregamniginibizione di PKC8 con8-PS
determina infatti una inibizione del disassemblagdei microtubuli indotto da trombina,
senza alterare perd la polimerizzazione dellactinda conseguente formazione dei
fillopodi (Figura 7). Conseguentemente non si haikuzione del diametro del corpo
cellulare ed é plausibile supporre che esso maateximeno in parte, la forma discoidale.
Si puo ipotizzare che la concomitanza dei due éveohservazione delle dimensioni del
corpo cellulare e formazione dei fillopodi, diammnee risultante un maggiore assorbimento
ottico delle piastrine in sospensione rispetto lquattivate normalmente dalla trombina.
Sempre dalle immagini ottenute al microscopio coale & stato possibile osservare che
l'inibizione della PKCO nelle piastrine resting cdPS non induce alcuna modificazione
della distribuzione del citoscheletro actinico é mérotubuli, indicando cosi che PK&-
non e coinvolta nel mantenimento della strutturaratubulare delle piastrine restino,
confermando cosi che I'enzima nelle cellule nomatate si trova in uno stato inattivo.

Nel presente lavoro abbiamo dimostrato per la primoltia che la trombina induce la
fosforilazione in tirosina di PK®: Crosby and Poole hanno recentemente riportato una
fosforilazione in tirosina di PK®-dipendente da Btk. All'attivazione di PK&seguirebbe

la fosforilazione in ser/thr di Btk; tale fosforzi@ne determina I'attivazione di Btk che per
contro fosforila PK®3 in tirosina inattivandola. Gli autori hanno perindstrato che Btk

si fosforila solo in risposta all'attivazione della&a di trasduzione della GPVI, ma non di
qguella dei recettori della trombina (Crosby and IBpoln aggiunta Bauer et al hanno
dimostrato che Btk non e coinvolta nel cambio dirfa. Conseguentemente dobbiamo
pensare che la tirosina chinasi responsabile deBéorilazione in tirosina di PK®-
indotta dalla trombina sia ancora da identificare.

Nei linfociti T & stato dimostrato da tempo chefdaforilazione in tirosina di PK® da
parte della chinasi Lck € importante per l'attivitéll’enzima. Se il sito di fosforilazione in
tirosina & mutato, l'attivita dell'enzima diminuesdrasticamente sia vitro chein vivo
(Liu et al. 2000). La tirosina chinasi Lck é presenelle piastrine ed e un’ottima candidata
al ruolo di chinasi responsabile della fosforila'odi PKC8 in queste cellule. Tuttavia

guesta ipotesi rimane ancora da verificare.
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Volendo proporre un modello si puo ipotizzare cleCFO nelle piastrine resting si trovi
nel citosol, subito sotto la membrana piastrinivdhife et al.), associata allanello di
microtubuli mediante interazioni deboli non riledablopo trattamento con detergenti. A
gueste condizioni I'enzima si troverebbe inattimella sua forma chiusa, in cui il dominio
chinasico al C-terminale € legato al dominio diyskesubstrato dell’estremita N-terminale,
e forse legato ad una proteina “scaffold” (Whedlenes et al., Ron et al., Altman et al.). In
seguito a stimolo con trombina si ha la formaziofosfolipasi-C dipendente di
diacilglicerolo, che favorisce la localizzazioneni@mbrana e l'attivazione di PKE&-Allo
stesso tempo la trombina determina l'attivazioneuda tirosina chinasi in grado di
fosforilare PKCB. In analogia con quanto dimostrato nei linfocitiiu( et al.), la
fosforilazione in tirosina potrebbe modulare I'eith del’enzima. Il diacilglicerolo e la/le
fosforilazione/i inducono cambiamenti conformaziore strutturali nellisoforma8 di
PKC (Parek et al., Altman et al.) che potrebbermprovere la stabilizzazione del legame
con la tubulina, rendendolo resistente al trattamean detergenti.

In conclusione, in questo lavoro abbiamo dimostpdola prima volta che nelle piastrine
resting: (i) PKC8 colocalizza ed associa i microtubuli piastrinittraverso un’interazione
debole sensibile alla lisi con detergenti. A segditstimolazione con trombina (ii) PKE-
trasloca sulla membrana; (iii) diviene cataliticameeattiva; (iiii) PKCO viene fosforilata
mediante interazioni resistenti al trattamento atergenti. L'inibizione dell'attivita

enzimatica di PK@ mediante l'utilizzo di un peptide conuna sequeaaaloga a quella

esperimenti per caratterizzare meglio il tipo dioae e di interazione di PK@-sui
microtubuli, nel presente lavoro e stato dimostrette l'isoforma® di PKC svolge un
ruolo nel cambio di forma indotto da agonisti imgirine umane probabilmente mediato

dall'azione dell'enzima sul processo di depolimeazione dei microtubuli.
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RISULTATI 2

PKC-0 nel differenziamento megacariocitico

Cambio di forma indotto dal PMA

Le HEL sono cellule che crescono in sospensionesservate al microscopio appaiono di
forma tondeggiante e con una superficie cellulagolare. In figura 1 sono riportate le
immagini di cellule fissate in paraformaldeide esservate con il microscopio a contrasto
di fase. La spinta al differenziamento causataradiiamento delle cellule con PMA per 72
ore € in grado di indurre le HEL a cambiare la peomnorfologia. In figura 1 si puo
osservare come le cellule trattate con PMA abbperso parzialmente la forma sferica per
acquisire la tipica forma stellata delle cellulgvate; la superficie cellulare non appare piu
liscia e ben definita, ma compaiono protrusioniisiempseudopodi. L'inibizione di PKB8-
mediante l'uso del peptide pseudosubstrato noradiiemorfologia cellulare in maniera
apprezzabile.

Figura 1
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Fig. 1. Immagini ottenute con il microscopio a casto di fase di celle HEL.
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Arresto della proliferazione nelle cellule differerziate

Fiasche contenenti 0cellule/ml sono state trattate con 0.0001% DMS@lle di
controllo), 100 nM PMA, 100 nM-PS e 100 nM PMA + 100 nM-PS, per 72 ore, al
termine delle quali le cellule sono state contateamera di Blrker in presenza di trypan
blue. Dal conteggio ottenuto sono stati ricavatidice di proliferazione cellulare, inteso
come numero di nuove divisioni cellulari verificat@elle 72 ore di incubazione per ogni
milione di cellule, e l'indice di mortalita, intesmme il numero di cellule morte per ogni
milione di cellule messe a incubare per 72 oresultati ottenuti sono riportati in tabella 1
e gli indici riportati sono stati calcolati partendalle medie dei valori ottenuti da 5 diversi
esperimenti. Nel grafico riportato in figura 2A swvidenzia come le cellule non
differenziate continuino a proliferare nei tre giodi incubazione, in particolare si
osservano dalle 22 x 1@lle 24 x 10 nuove divisioni cellulari per ogni #Gellule. Al
contrario, le cellule indotte al differenziamentmnd®MA non solo smettono di proliferare
(indice di proliferazione = 0), ma, come mostratdigura 2B, circa la meta delle cellule

messe in coltura con PMA iniziano un processo ditencellulare.

Figura 2
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Indice di Mortalita
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Controllo PMA Teta-PS Teta-PS +
PMA

Tabella 1

Proliferazione Mortalita

Controllo | 0.22+ 0.01* 0
PMA 0 0.48+ 0.06*
0-PS 0.24+ 0.06* 0

6-PS + PMA 0 0.53+ 0.06*

* Deviazione Standard

L'inibizione di PKC# ottenuta attraverso lincubazione delle cellulen db peptide
pseudosubstrato miristila&PS non influenza in maniera significativa ne lalifgrazione
cellulare ne la mortalita. Le cellule trattate dPS da solo o cof-PS in presenza di
PMA non mostrano variazioni di rilievo rispetto iagltessi campioni in assenza

dell'inibitore.

PKC-0 non influenza lo scattering indotto da PMA

| campioni di cellule (1Dcellule/ml) stimolati con PMA 100 nM o con DMSO.{001%)

per 72 ore sono stati preparati per I'analisi aCBAcome descritto nei materiali e metodi.
La figura 3 riporta un‘analisi dello scattering.tébella 2 sono riportati i dati relativi alla
media di cinque esperimenti delle medie geometrdgike dimensioni e della complessita

della popolazione considerata per l'analisi (catehiin rosso nei grafici). Le medie
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geometriche del valore SSC di campioni di celluienslati con PMA differiscono in
maniera significativa (Test T, p<0.01) rispetteealkellule di controllo. Non si riscontrano
invece differenze significative per FSC. Le linel Ipresenti nei grafici di figura 3
indicano il valore medio di SSC della popolazionemettono in evidenza. come il
trattamento con PMA induca un aumento nella cormsjikeslelle cellule senza alterarne
sensibilmente le dimensioni. L'uso del peptide sabs di PKC6, 8-PS non influenza lo

scattering della popolazione.

Figura 3
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Fig.2. Analisi dello scatter al citofluotimetro. liaea rossa indica la popolazione su cui € stdta f
I'analisi. La line blu indica la media del SSC datlopolazione
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Tabella 2

Dimensioni Complessita

(media geometrica)(media geometrica)
Controllo 649.01+ 26.2* 157.02+ 30.8*
PMA 709.45+ 60.2* 24422+ 51.5*
6-PS 687.63+ 49.3* 158.33t 25.5*
6-PS + PMA 688.69+ 46.7* 244.86t+ 47.0*

* Deviazione Standard

PKC-0 non influenza I'incremento d’espressione del CD4ihdotto da PMA

Le stesse cellule utilizzate per la caratterizzazidello scattering sono state marcate con
un anticorpo monoclonale anti-CD41 coniugato FlITCaealizzate al citofluorimetro. In
figura 4A é riportato il grafico che illustra la stlibuzione della fluorescenza nelle
popolazioni di cellule stimolate e di controllodni € evidente uno spostamento della curva
di distribuzione verso intensita maggiori di fluscenza nella popolazione di cellule
indotte a differenziare. Infatti, sebbene il CD4dulti gia espresso nelle HEL non trattate,
lo stimolo con PMA é in grado di incrementare ltesgione di questo marker di
differenziamento. Come controllo per la fluores@en®l verde é stato utilizzato un
anticorpo monoclonale coniugato FITC e diretto oont frammento FC delle IgG di
coniglio (figura 4C).

L'analisi dei dati ottenuti da diversi esperimeeBeguiti alle medesime condizioni
sperimentali é riportata in tabella 3. E' imporéansservare che nelle cellule trattate con
PMA l'espressione del CD41 e piu che raddoppiagzetto alle cellule di controllo (Test T,
p<0.01), ed un incremento di analoga intensitasseova nelle cellule trattate c®PS
(Test T, p<0.01). L'inibizione di PK@-tuttavia non modifica I'espressione del CD41 sulla
superficie cellulare delle HEL, non vi sono infatifferenze significative tra cellule di
controllo e cellule trattate cdPS e tra le cellule trattate con PMA e quelletétat con

PMA e6-PS.
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Figura 4A
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Fig. 4A. Analisi citofluorimetrica dell'espressiomel CD41 o integrina.;,3s. Nei due riquadri pit in
basso sono messe a confronto le popolazioni diledHattate con o senza PMA (a sinist@&RS non
varia le intensita di fluorescenza delle due pariotd (a destra).

Il PMA non induce un’aumento rilevabile del CD42

Con un procedimento analogo al CD41, le celluleosstate marcate con un anticorpo
monoclonale anti-CD42 coniugato PE e lette al kitbimetro. In figura 4B sono riportate
le curve di distribuzione dell’'espressione del CB4#la superficie cellulare; dopo 72 ore
di incubazione dalla stimolazione, non si appreazagignificativi aumenti della

fluorescenza tra le cellule di controllo e quelienelate con PMA, si puo, inoltre, notare

che l'incubazione di 72 ore delle cellule, in prese di un peptide pseudosubstrato inibente
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la PKC#H, non influenza I'espressione di questo marcatockffiérenziamento nelle HEL, i
valori rimangono pressoché costanti nelle quattopofazioni. Come controllo per la
fluorescenza nel rosso é stato utilizzato un argicanonoclonale coniugato PE e diretto
contro il frammento FC delle 1gG di coniglio.

Figura 4B
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Fig. 4B. Analisi citofluorimetrica dell’espressiodel CD42 o GPIb. Nei due riquadri piu in basso
sono messe a confronto le popolazioni di celld@date con o senza PMA (a sinistr&)PS non
varia le intensita di fluorescenza delle due pariotd (a destra).

In figura 4C ed in figura 4D sono riportati i gr@fdi confronto tra le marcature con gli
anticorpi anti CD41 ed anti CD42 ed i rispettivitiaarpi di controllo. In figura 4C,
l'intensita di fluorescenza delle cellule marcabe tanticorpo anti CD41 differisce sempre

in maniera significativa dall'intensita di fluoreswa delle cellule marcate con l'anticorpo
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di controllo (T Test: T<0,01). Al contrario, il greo di figura 4D mette in evidenza la
mancanza di differenze significative tra le inténgli fluorescenza delle cellule marcate

con anticorpo anti CD42 e quelle marcate con o switicorpo di controllo.

Tabella 3
Controllo PMA 0-PS 6-PS +PMA
CD41 71.8A# 13.2* 157.8& 27.5* 66.0% 16.0* 154.8 21.8*

Ab di controllo -FITC | 4.94-0.9*  7.341.4* 422 0.3* 7.34:1.2*
CD42 5.6 0.5*  10.53.6* 5.450.5*  8.6:3.1*
Ab di controllo -PE | 6.6+ 1.3* 8. A#0.6*  53%0.2* 8.90.8*

* Deviazione Standard

Figura 4C
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Fig. 4C. Confronto tra le medie delle intensit¥ldorescenza dei campioni marcati con anticorpo
anti CD41-FITC e gli stessi campioni marcati coticmpo di controllo coniugato FITC (n=4).
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Figura 4D
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Fig. 4C. Confronto tra le medie delle intensit¥ldorescenza dei campioni marcati con anticorpo
anti CD42-PE e gli stessi campioni marcati concangio di controllo coniugato PE (n=4).

L’inibizione di PKC- 0 inibisce il processo di poliploidia indotta da PMA

Cellule messe in coltura per 3 giorni in presenzBMA, 6-PS eB-PS e PMA, sono state
trattate secondo il protocollo per l'analisi deflaliploidia riportato nei metodi. | risultati
ottenuti da 5 diversi esperimenti sono riportatiigura 5.

Figura 5A raffigura alcuni grafici rappresentatdei tipici tracciati che si ottengono con
guesta analisi. Il picchi rappresentano rispetteat®a le cellule con corredo cromosomico
2N, 4N e >4N rispettivamente. | dati sono statcoditc e sono state calcolate le percentual
di eventi presenti di ciascun picco rispetto al ruondi eventi totali: le medie di queste
percentuali sono riportate in tabella 4 e riporsattoforma di istogramma in figura 5B.

Nei grafici di figura 5A si noti come il trattamentcon PMA riduce di circa il 15%
l'altezza del picco delle cellule 2N ed aumentegpidi del 30% quello delle 4N: in altre
parole questo significa che circa il 12% delle Well dopo stimolazione con PMA,
raddoppia il proprio corredo cromosomico passaraldidioidi a tetraploidi. 1l trattamento
con il peptide pseudosubstrato non induce variazamnificative nella distribuzione dei
picchi e nella percentuale di cellule 2N e 4N rigpealle cellule di controllo. E’
interessante osservare invece che l'altezza delpiappresentati in figura 5A e le relative
percentuali delle cellule indotte al differenziat@eoon PMA in presenza dell'inibitore di

PKC-8 non mostrano differenze significative rispett@ a@iéllule trattate con il sol®-PS ed
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alle cellule di controllo. Inoltre si apprezzandfelienze significative tra i campioni trattati
con PMA con o senza inibitore (Test T: p<0,05)jdaddo che il trattamento c@PS é in

grado di inibire il processo di poliploidizzaziomelotto dal PMA. Questo effetto inibitorio
sulle endomitosi € messo in evidenza dal calcol dedice di poliploidia” che

corrisponde al rapporto tra le medie delle percantdelle cellule 4N e le medie delle
percentuali delle cellule con normale corredo cremmoico 2N moltiplicato per 100 (dati
riportati in tabella 5). I valori degli indici digdiploidia delle cellule sottoposte ai vari
trattamenti sono riportati in tabella 5 e riporsdito forma di istogramma in figura 5C. Gli
istogrammi colorati in rosso sono riferiti ai dptovenienti dall’analisi delle cellule trattate
con PMA. Si puo facilmente osservare come il PM& isi grado di aumentare I'indice di
poliploidia nelle cellule rispetto al controllo. favia questo incremento indotto dal PMA

risulta completamente bloccato dalla inibiziond’'gelforma 6 di PKC con il6-PS.

Figura 5A
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Fig. 5A. Analisi citofluorimetrica della poliploidi Ciascun picco corrisponde alle cellule che agddno lo
stesso corredo cromosomico. Il picco piu a sinistaisponde alle celle a corredo normale (2N), tngen
quello piu a sinistra corrisponde alle cellule digi (4N).
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Tabella 4

% Controllo PMA 0-PS 0-PS +PMA
2N | 79.71+3.3*  68.1+2.7* 81+ 2.8* 77.4+ 3.0*
AN | 19.94+ 3.1* | 31.44+2.8* 18.48+2.9* | 22.08+ 3.2*

>4N 0.003+ 0.001” 0.006+ 0.003* 0.005+ 0.004”* 0.005+ 0.005*

*Deviazione standard
n=4

Figura 5B
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Fig. 5B. Analisi citofluorimetrica della poliploidi Percentuale di cellule presenti di ciascun pético
fluorescenza rispetto al numero di eventi totafiaii numerici sono riportati in tabella 4.

Sempre dai dati riportati in tabella 4 risulta ente che la percentuale delle cellule con
corredo cromosomico superiore a 4N, oltre che ess@ito bassa, non varia in maniera
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significativa a seguito dei diversi trattamentiggarendo che, nella nostra linea cellulare, il
PMA non € in grado di indurre le cellule a corredimosomici superiori a 4N.
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Figura 5C
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Fig. 5C. “Indice di poliploidia” delle cellule saiposte ai vari trattamenti. L'indice corrisponde al
rapporto tra le medie delle percentuali delle ¢eldN e le medie delle percentuali delle cellula co
normale corredo cromosomico 2N moltiplicato per {d¥ii riportati in tabella 5).

Tabella 5

Controllo | PMA 0-PS 0-PS +PMA
25.01 46.17 22.81 28.53

Errore Medio Standard = 2.99
n=4
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Analisi dell’'espressione di PKCB nelle HEL ed associazione coa-tubulina

Nelle piastrine avevamo osservato una associazi@n®KC#8 e a-tubulina che era gia
presente nelle piastrine resting ma diventava muoilioevidente nelle piastrine stimolate
con trombina (Figura 3 dei Risultati 1). Partendo dati ottenuti dalle piastrine, ci e
sembrato interessante se tale interazione fossentiabile anche nelle HEL le quali
possiedono anch’esse i recettori per la trombindétgiVet al., 1992). A questo scopo
abbiamo stimolato T0cellule con 1U/ml per 30 minuti. Quindi le celldeno state lisate
ed immunoprecipitate con anticorpo amtiubulina. | risultati ottenuti (Figura 6) indicano
che PKCO associa laa-tubulina a seguito di stimolazione con trombinaegh
immunoprecipitati do-tubulina da cellule stimolate con trombina eraitfpresente una
notevole quantita di PK®; contrariamente alle cellule stimolate in cui @gemte una

banda di minore intensita.

Figura 6
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Fig.6. Associazione di PK8-con a-tubulina nelle HEL.
Lo stimolo con trombina induce un aumento della
quantita dia-tubulina rilevabile negli immunoprecipitati
di PKC#.
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DISCUSSIONE 2

L’obbiettivo principale del presente lavoro e stawalutazione del ruolo della isoforrBa
di PKC nel differenziamento megacariocitico. lldao € stato strutturato essenzialmente in
due fasi: la prima e stata la messa a punto di adeifo sperimentale per lo studio del
differenziamento di progenitori mieloidi umani lunda via megacariocitica e l'analisi
citofluorimetrica di marcatori del differenziamentcome le glicoproteine di membrana
CD41 e CD42, e la poliploidia; la seconda é statealutazione degli effetti dell'inibizione
di PKC-0 nel differenziamento megacariocitico utilizzandopeptide inibitore nel sistema
sperimentale messo a punto.

Nella prima fase sono stati eseguiti un gran nundir@sperimenti atti a verificare
I'effettivo “shift” differenziativo indotto dal trtdamento con PMA per 72 ore nella linea
cellulare utilizzata come modello, le HEL, lungo & megacariocitica. Partendo da
esperimenti pilota, abbiamo effettivamente vertficehe a 72 ore di trattamento con PMA
(100 nM) il processo di differenziamento € il massiraggiungibile (dati non riportati),
per questo motivo abbiamo utilizzato questo tempaalibazione per tutti gli esperimenti
successivi.

L’analisi di questa linea cellulare al microscomocontrasto di fase ha effettivamente
evidenziato un cambio nella morfologia cellularelatio da PMA, che consiste nella
perdita della forma sferica e nella emissione @éugspodi. Una morfologia di questo tipo
riflette essenzialmente un differenziamento vees@id megacariocitica indotto da PMA,
opposto a quello eritrocitico in cui le cellule amgono una forma sferica.

L'analisi dello scatter al citofluorimetro, perd, a indicato che questo cambiamento di
morfologia non corrisponde necessariamente ad umeato sensibile delle dimensioni
cellulari, ma solo ad un incremento della comptasstllulare, forse dovuta alla comparsa
dei fillopodi.

Abbiamo inoltre verificato, com’era atteso, checédlule stimolate con PMA cessano di
proliferare ad indicare una perdita dello statdffadanziato. Inoltre il PMA, com’é noto,
induce morte cellulare dovuta anche alla sua azidfferenziativa.

L’'analisi citofluorimetrica dei marcatori ci ha dastrato che le cellule HEL sono in grado,
una volta indotte a differenziare, di aumentaregdtessione dell'integrina;p33, che & un

tipico marcatore di piastrine e megacarioditiy[33 € risultata essere gia espressa dalle
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HEL non stimolate, tuttavia dopo 3 giorni di stimpibne, la sua espressione risulta
perlomeno raddoppiata.

L'espressione della GPIb nelle HEL trattate con PBlAontroversa (Zauli et al. 1996,
Tabilio et al., Rajagopalan et al., Kiefferet a.)dai nostri dati emerge che le HEL non
esprimono la glicoproteina Ib ed il trattamento d®RA non € in grado di indurne
'espressione. Peraltro Kiefferet e colleghi hamimostrato che la Gplb e presente nelle
HEL in una forma incompleta e glicosilata in maai@nomala. Un’ipotesi interessante
potrebbe essere quella di considerare il CD41 obQRl marcatore di maturazione
cellulare e non di differenziamento. Dati preliminda noi ottenuti hanno messo in
evidenza un aumento di espressione di questa glitgipa in campioni stimolati sempre
con PMA per 3 giorni e lasciati in cultura fino aiorni (risultati non presentati).

Un altro marker di differenziamento che é statospran considerazione per la messa a
punto del nostro metodo € stata la poliploidia. UWmsaatteristica che rende unici i
megacariociti ed i megacarioblasti € proprio quefla essere le uniche cellule
dellorganismo ad essere poliploidi. Il numero chrmosomi contenuti nel nucleo aumenta
man mano che la cellula progenitrice matura ed wegartariocita maturo arriva a
possedere un corredo cromosomico superiore 100 lshd@ tra le caratteristiche che
contraddistinguono una cellula che si differenmiagb la linea megacariocitica, una delle
pit importanti € sicuramente quella di poliploidirz. Per questo motivo abbiamo ritenuto
importante sviluppare un metodo che ci permettdssalutare il grado di poliploidia delle
HEL, utilizzando un colorante nucleare fluorescem@& un particolare set-up del
citofluorimetro, differente da quello utilizzatorpgli altri marker. | risultati ottenuti hanno
dimostrato che il trattamento con PMA é in gradawinentare significativamente il grado
di poliploidia della linea cellulare da noi congigi: le cellule avviate al differenziamento
presentano con maggior frequenza corredi cromosonaiggiori di 2N rispetto alle cellule
non indotte al differenziamento. Tuttavia, nellmelh cellulare utilizzata per questi
esperimenti, in seguito a stimolo con PMA, le delldiploidi diminuiscono, aumentano
significativamente le cellule con corredo cromosmmiN. Il fatto che pochissime cellule
abbiano corredi cromosomici superiori a 4N, suggeriche le HEL siano in grado solo di
iniziare il processo differenziativo, di arrivar@& ad uno stadio paragonabile a quello
delle cellule CFU-meg, ovvero i progenitori deliae megacariocitica, o al massimo ad
uno stadio megacarioblastico precoce.

La seconda parte del lavoro ha riguardato l'utdiztel nostro sistema sperimentale per

valutare l'influenza di una isoforma di PKC, PKC-nel processo di differenziamento
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megacariocitico. A questo scopo abbiamo inibito FKE@on un peptide substrato
miristilato, specifico per questa isoforma e neiaio valutato gli effetti sullespressione
della PKC®8 stessa, del CD41, del CD42 e sulla poliploidia.

L'analisi al citofluorimetro non ha messo in evidanalcuna influenza del peptide
pseudosubstrato sullespressione della RKGtessa, sulla morfologia cellulare, sulla
vitalita e sulla mortalita delle cellule, ne sufifgessione del CD41 e del CD 42.

| risultati ottenuti pero indicano chiaramente chsto isoenzima svolge un ruolo molto
importante nel processo endomitotico che da origihe cellule poliploidi. Le cellule
trattate con PMA infatti non sono in grado di autaea I'indice di poliploidia se stimolate
in presenza dellinibitore di PK®-

Nelle piastrine abbiamo dimostrato che trombinanprove la formazione di una
interazione stabile con lao-tubulina. Gli esperimenti effettuati nelle HEL di
coimmunoprecipitazione di PK@-con a-tubulina hanno indicato che dopo 30 minuti di
stimolazione con trombina, I'enzima associa i ntigboili. Questo risultato suggerisce un
ruolo analogo di PK@ nelle HEL e nelle piastrine sulla regolazione decrotubuli.
Sebbene non sia stato possibile verificare direttaenl'azione dell’enzima sullo stato di
polimerizzazione dei microtubuli, € ragionevole poge un effetto di regolazione
sullassemblaggio dei microtubuli in entrambe i tpllulari.

Banan et al., hanno dimostrato che, in una lindalaee intestinale, PK® induce la
fosforilazione della B-tubulina, innescando fenomeni di iperpolimerizoag
microtubulare. Sempre in questo lavoro, gli autalimostrano che [linibizione
dell'espressione di questa isoforma di PKC detandisassemblaggio dei microtubuli.
Tenendo in considerazione queste evidenze, l'ioibz della formazione di cellule
poliploidi causata dalla inibizione di PK&€lascia spazio all'ipotesi che nelle HEL PRC-
svolga la sua azione pro-poliploidizzante interagercon la struttura microtubulare.
Passalacqua e colleghi hanno recentemente pulablizatiavoro in cui dimostrano che
PKC-0 colocalizza con i cinetocori ed i centrosomi neldlule mitotiche. Inoltre Zauli et
al. hanno dimostrato che, subito dopo lo stimolo BMA, PKC8O migra nel nucleo delle
HEL. Mettendo insieme gli indizi riportati in letegura con le evidenze sperimentali da
noi ottenute, si potrebbe speculare che il ruolo RKCH nel differenziamento
megacariocitico sia quello di partecipare a quairraingiamenti microtubulari che

avvengono nel nucleo e che sono coinvolti nellantmione del fuso mitotico, anche in
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condizioni di stimolazione che inibiscono la pretdzione cellulare. Tutto questo avrebbe
come effetto la promozione della poliploidia ateeso il processo di endomitosi.

In conclusione €& stato messo a punto un valideersest sperimentale per studiare |l
differenziamento megacariocitico di progenitori loiei.

Applicando questo sistema allo studio del ruolo RIKC-8 nel differenziamento,
utilizzando un inibitore specifico, ci & stato pb#s capire che lisoformeéd di PKC

svolge un ruolo positivo e fondamentale nel prozespoliploidizzazione.
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