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Introduzione

Il sistema HGF/Met

Il Fattore di Crescita Epatocitario HGF ed il suo recettore Met, sono molecole 

comparse  tardivamente durante  l’evoluzione,  esse sono tipicamente  espresse  a 

partire dai vertebrati. Fin dai primi momenti dello sviluppo embrionale HGF e 

Met  rivestono  un  ruolo  fondamentale  per  il  corretto  sviluppo di  embrione  ed 

organi, inoltre la coppia ligando recettore è responsabile di numerosi processi di 

omeostasi  e  rigenerazione  tissutale  nell’organismo  adulto  (Birchmeier  and 

Gherardi, 1998).

Il fattore di crescita epatocitario, HGF 

Il fattore di crescita epaticitario, HGF, è una proteina eterodimerica costituita da 

una sub-unità  α  e  da una sub-unità  β legate  tra loro da ponte disolfuro.   La 

struttura di HGF presenta un’elevato grado di omologia di struttura con proteine 

della classe delle serina-proteasi  responsabili del processo di coagulazione del 

sangue,  in  particolare  HGF  condivide  il  38%  di  omologia  strutturale  con  la 

molecola del plasminogeno (Donate et al., 1994). 

La sub-unità α ha un peso di circa 60 kDa, all’estremità N-terminale presenta un 

motivo  strutturale  “hairpin  loop”,  omologo  al  pro-peptide  del  plasminogeno; 

seguono quattro domini “kringle”. I primi due (NK1 e NK2) insieme all’”hairpin 

loop" costituiscono il  sito di  legame al  dominio extracellulare del  recettore  di 

HGF (Trusolino et al., 1998).

La  sub-unità  β,  del  peso  di  32-36  kDa,  presenta  un’elevata  omologia  con  il 

dominio  catalitico  delle  serina-proteasi;  HGF  tuttavia  non  presenta  attività 

enzimatica, poiché i residui serinici ed istidinici, peculiari della triade catalitica 

delle  serina-proteasi,  sono  sostituiti  da  residui  di  glutammina  e  tirosina 

rispettivamente (vedi review Tamagnone and Comoglio, 1998; Trusolino et al., 
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1998).   E’ stata quindi  proposta una evoluzione comune dei geni  delle  serina 

proteasi e di HGF a partire da un comune gene ancestrale (Donate et al., 1994).

Le  due  sub-unità  si  originano  dal  taglio  proteolitico  di  un  precursore 

monocatenario di 92 kDa, secreto da cellule di origine mesenchimale. Il pro-HGF 

è  un  molecola  biologicamente  inattiva,  non  è  in  grado  di  sollecitare  risposte 

biologiche nelle cellule bersaglio, esso è in grado di legare il suo recettore tirosin 

chinasico  Met,  componenti  della  matrice  extracellulare,  proteoglicani  di 

membrana:  eparansolfato.  Questo  meccanismo  ha  la  funzione  di  mantenere 

costante la concentrazione di HGF in circolo e la quota di pro-HGF legato alle 

diverse componeti cellulari ed extracellulari, costituisce una riserva di citochina 

facilmente recuperabile in casi di danni tissutali. Essa infatti viene rilasciata in 

circolo e maturata in forma attiva, capace di interagire con cellule bersaglio e 

scatenare le opportune risposte biologiche. 

La maturazione del pro-HGF ad HGF attivo è mediata da una serie di enzimi 

presenti nel siero e nell’ambiente extracellulare. Le proteasi capaci di attivare il 

fattore di crescita sono quattro: gli attivatori del plasminogeno uPA (Urokinase 

type plasminogen activator) e tPA (tissue type plasminogen activator), una serina 

proteasi omologa del fattore XII della coagulazione e lo stesso  fattore XII della 

coagulazione (vedi review Birchmeier et al., 2003)

L’attivazione  di  HGF  avviene  in  condizioni  fisiologiche  in  seguito  a  danni 

tissutali  (Miyazawa  et  al.,  1994);  la  produzione  localizzata  nei  siti  di  danno 

tissutale  di  HGF attivo  è  probabilmente  mediata  dall’azione  dell’attivatore  di 

HGF presente nel siero e dal fattore XII. La convertasi serica a sua volta viene 

attivata dalla trombina, presente durante i fenomeni coagulativi che hanno luogo 

nel  sito  di  danno.  Gli  attivatori  del  plasminogeno  invece  sembrano  essere 

responsabili  della  maturazione  dell’HGF  presente  sulla  membrana  di  cellule 

bersaglio  e  l’attivazione  avviene  in  situazioni  non  traumatiche  o  lesive,  ma 

avrebbe funzione di regolazione dell’entità di attivazione extracellulare di pro-

HGF (Naldini et al., 1992). 
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Il recettore per HGF: Met
Il recettore tirosin chinasico Met è una proteina di circa 190 kDa, costituita da due 

catene  α e  β, rispettivamente di 50 kDa e 145 kDa, legate da ponte disolfuro e 

codificate dallo stesso gene, localizzato sul braccio lungo del cromosoma 7.

Il recettore è costituito da tre dominii topografici:

a) la regione extracellulare, formata da entrambe le sub-unità, in cui si trova il sito 

di legame con lo specifico ligando HGF;

b) il dominio transmembrana, che ancora la proteina alla membrana cellulare, è 

costituito  dalla  sola  catena  β,  ed  è  formato  da  residui  aminoacidici  apolari 

organizzati in α−elica; 

c)  il  dominio  citoplasmatico  della  catena  beta,  costituito  da  una  regione 

iuxtamembrana,  coinvolta  nei  meccanismi  di  regolazione  dell’attività  catalitica 

del recettore (Vigna et al., 2000; Gandino et al., 1994), un dominio chinasico, e 

una coda C-terminale responsabile dell’interazione con i trasduttori. Nel dominio 

chinasico risiedono i residui Y1234 e Y1235  che, in seguito a stimolazione da parte 

del  ligando,  si  fosforilano;  essi  sono  essenziali  per  la  completa  attivazione 

catalitica  del  recettore  (Weidner  et  al.,  1995).  Questo  evento  porta  alla 

fosforilazione di altri due residui tirosinici (Y1249  e Y1256) presenti nel dominio C-

terminale,  che  in  questa  forma  agiscono  da  sito  di  ancoraggio  di  molecole 

intracellulari capaci di trasdurre il segnale innescato dal ligando all’interno della 

cellula,  fino  al  nucleo.  Il  sito  di  ancoraggio  di  Met  è  caratteristico  della  sua 

sottofamiglia poiché alla stessa sequenza aminoacidica è in grado di legare più 

molecole trasduttrici (Furge et al.,  2000; Weidner et al.,  1995; Ponzetto et al., 

1994). 

Il  recettore  Met  è  principalmente  espresso  da  cellule  di  origine  epiteliale  (Di 

Renzo et al., 1991; Prat et al., 1991). Inizialmente la proteina viene sintetizzata 

sotto  forma  di  unico  precursore  monocatenario  di  170  kDa;  successive 

modificazioni  post-traduzionali,  quali  maturazione  della  glicosilazione,  taglio 

proteolitico,  generano  la  forma  matura  di  190  kDa  espressa  in  membrana 

(Crepaldi et al., 1994). Il recettore viene anche espresso da altri tipi cellulari quali: 

cellule  endoteliali  (Bussolino  et  al.,  1992),  mioblasti  (Anastasi  et  al.,  1997), 

cellule ematopoietiche e nervose (Di Renzo et al 1992; Maina and Kleine, 1999). 
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(da Birchmeier et al., Nature Mol Cell Biol, 4:915-925, 2003)

Trasduzione del segnale

Il  legame  di  HGF  a  Met  induce  un  evento  di  autofosforilazione  dei  residui 

tirosinici  posti  nella  regione  C-terminale  o  “docking  site”,  corta  sequenza 

aminoacidica  in  grado  di  legare  e  attivare  diversi  e  numerosi  effettori 

intracellulari, aventi domini SH2 nella loro struttura molecolare (Cantley et al., 

1991). Al “docking site “ di Met sono reclutati principalmente le molecole Gab1, 

PI3 kinase, PLC γ, il complesso Grb2-SOS, c-Cbl, BAG1 (Bardelli et al., 1996; 

Wiedner et al., 1996; Ponzetto et al., 1994; Graziani et al., 1993; Villa Moruzzi et 

al., 1993; Graziani et al., 1991).

Tra le vie di traduzione attivate dalla coppia HGF/Met, quelle del sistema Ras e 

della “PI3 kinase” sembrano avere un ruolo preponderante. L’attivazione della 

PI3  kinase  è  necessaria  per  evocare  risposte  di  tipo  motorio  e  morfogenico, 

nonché  di  protezione  da  apoptosi  (Xiao  et  al.,  2000;  Ridley  et  al.,  1995).  Il 

sistema  Ras,  attivato  dal  reclutamento  del  complesso  Grb2-  SOS,  è 

principalmente  coinvolto  nelle  risposte  di  tipo  proliferativo  (Ponzetto  et  al., 

7

 HGF

Met



1996). Studi in vitro hanno dimostrato come l’attivazione non regolata del sistema 

Grb2/Ras/MAPK da parte del recettore Met sia sufficiente per trasformazione in 

senso  tumorigenico,  mentre  il  processo  metastatico  richieda  la  contemporanea 

attivazione anche della cascata trasduzionale mediata da PI3 kinase (Trusolino 

and Comoglio, 2002).

Il  sito  di  ancoraggio  dei  trasduttori  intracellulari  di  Met  svolge  un  ruolo 

importante nel determinare un corretto quadro responsivo a stimoli provenienti 

dall’ambiente  extracellulare.  I  fattori  che  concorrono  a  definire  come  ciò  si 

verifica  sono:  differenze  di  affinità  dei  vari  effettori,  variazioni  delle  loro 

concentrazioni locali, variazioni nei livelli di fosforilazione del recettore (Leof et 

al., 2000; Kholodenko et al., 2000). E’ stato ipotizzato che subito dopo il legame 

di HGF al recettore solo gli effettori ad alta affinità siano reclutati, e quindi solo 

alcune vie di traduzione vengano attivate. Quando il livello di fosforilazione del 

recettore aumenta, cioè quando il numero di recettori attivati è elevato, si possono 

formare complessi anche con effettori a bassa affinità per il recettore. In questo 

modo vie trasduzionali addizionali possono aggiungersi e imporsi su quelle già 

innescate, guidando la risposta biologica attraverso fasi sequenziali. 
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Fisiologia del sistema HGF/Met 

Studi condotti su modelli murini hanno dimostrato il ruolo essenziale di HGF e 

Met durante lo sviluppo embrionale, essi attivano e regolano processi di crescita, 

sopravvivenza di cellule epiteliali e migrazione di precursori muscolari.  Il fattore 

HGF  e  il  recettore  Met  sono  importanti  nei  meccanismi  di  impianto  e 

accrescimento  placentare,  nell’organogenesi  di  fegato,  polmone,  rene,  cuore, 

mammella (vedi review Birchmeier et al. 2003). Il  sistema HGF/Met regola lo 

sviluppo e la formazione dei muscoli scheletrici. Studi su modelli murini hanno 

evidenziato che le cellule progenitrici muscolari, di tipo epiteliale, presenti nel 

dermomiotomo, esprimono il gene c-Met, mentre cellule, di tipo mesenchimale, 

adiacenti  alla  struttura,  sono positive  per  l’espressione  di  HGF.  L’espressione 
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delle  due  molecole  induce  nelle  cellule  progenitrici  muscolari,  residenti  nel 

dermomiotomo, un fenomeno di delaminazione e migrazione in regioni lontane, 

dove si differenziano in cellule muscolari scheletriche dando origine a muscoli 

come: diaframma, lingua, muscoli degli arti (Bladt et al., 1995). HGF e Met sono 

inoltre  importanti  nei  processi  di  condrogenesi  ed  osteogenesi,  nonché  di 

ematopoiesi, angiogenesi e chemioattrazione assonica (vedi review Birchmeier et 

al., 2003). 

Nell’organismo  adulto  il  fattore  di  crescita  HGF  e  il  recettore  Met  sono 

responsabili dell’omeostasi dell’organismo adulto, sono coinvolti in processi di 

riparazione  tissutale  e  rigenerazione  d’organo.  Numerosi  studi  hanno  infatti 

documentato che i livelli  di  espressione sia di  HGF che di Met aumentano in 

seguito a danni tissutali. In particolare in casi di danni epatici, danni a carico di 

rene o cuore, i livelli di HGF aumentano sia in situ che a livello plasmatico (vedi 

review Birchmeier et al., 2003). Questo suggerisce che nell’organismo adulto il 

sistema HGF/Met agisca come un meccanismo di  difesa,  attivato in seguito a 

danni, per promuovere un efficace processo di riparazione e protezione. Alcune 

molecole, come l’interleuchina-1 e 6, le prostaglandine E, coinvolte nei processi 

infiammatori successivi a danni tissutali, sono in grado di attivare la trascrizione 

genica di HGF (Makino et al., 2004; Zhang et al., 2000). Attualmente sono in fase 

di studio l’applicazione terapeutica di HGF mediante espressione transgenica  o 

somministrazione ectopica di HGF nel fegato e nel cuore (Birchmeier et al., 2003; 

Jin et al., 2003; Nakamura et al., 2000; Roos et al., 1995). 

L’interazione HGF/Met è in grado di evocare nelle cellule bersaglio il programma 

di crescita invasiva, importante nei processi di sviluppo embrionale e di riparo 

tissutale. Esso quando non è regolato, risulta essere anche il meccanismo  alla 

base  del  potenziale  oncogenico  e  metastatico  di  Met  e  HGF.  In  condizioni 

fisiologiche questo processo è altamente e finemente regolato, nei tumori invece 

si osserva una deregolazione dell’interazione HGF/Met, in particolare sono stati 

documentati meccanismi di alterata attivazione del recettore. Questi meccanismi 

sono  diversi,  in  generale  possiamo  distinguere  in  meccanismi  di  attivazione 

ligando-dipendenti e ligando-indipendenti, in i casi essi determinano la costitutiva 

fosforilazione e attivazione di Met.
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Il sistema HGF/Met nel sistema cardiovascolare:
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 fisiologia e patologia

Di grande importanza e attualità sono le malattie cardiovascolari che oggi sono 

una tra le  principali  cause di morte nel  mondo. Il  fattore  scatenante di  queste 

patologie è l’arteriosclerosi, processo di ispessimento ed indurimento delle pareti 

arteriose che determina una riduzione del calibro vasale. Le principali sindromi 

cliniche di origine arteriosclerotica interessano il miocardio, l’encefalo, l’apparato 

gastroenterico, i reni ed i vasi degli arti inferiori. In tutti gli eventi arteriosclerotici 

si osserva la comparsa di fenomeni di morte cellulare. In particolare nel miocardio 

la  sede  principale  di  questa  patologia  sono  le  arterie  coronarie.  Nel  cuore  la 

riduzione  dell’afflusso  di  sangue,  l’inadeguata  ossigenazione  e  apporto  di 

glucosio al tessuto, determina un processo progressivo di perdita di cardiomiociti 

che costituisce il reale danno al miocardio successivo a eventi di ischemia e di 

infarto acuto del miocardio.

Negli stadi iniziali la perdita di cardiomiociti viene compensata da ipertrofia, che 

può evolversi in cardiomiopatia dilatativa ed in tempi successivi in  insufficienza 

cardiaca (vedi review Seidman et al., 2001). Diversi studi hanno indicato che la 

morte cellulare nel miocardio  è generata sia da eventi di apoptosi che di necrosi. I 

due processi  differiscono tra  loro per diverse caratteristiche morfologiche e di 

regolazione  (vedi reviews Gill et al., 2002; Krijnen et al., 2002).  La necrosi è 

stata definita anche “morte cellulare passiva”, per indicare che essa non richiede 

energia  cellulare  per  progredire,  a  differenza  dell’apoptosi  definita  “morte 

cellulare attiva” che invece richiede ATP per funzionare (Sloviter et al., 2002). 

Durante la necrosi le cellule vanno incontro ad una rapida perdita dell’omeostasi, 

e successiva rottura della membrana plasmatica e frammentazione degli organelli 

citoplasmatici.  La rottura della membrana plasmatica causa il rilascio di detriti 

cellulari che possono innescare delle risposte infiammatorie nell’area circostante 

(vedi review Krijnen et al., 2002). Il meccanismo di apoptosi invece non evoca 

tali  risposte,  poiché  è  caratterizzato  da  eventi  di  condensazione  cellulare  e 

nucleare, con formazione di corpi apoptotici che rapidamente vengono fagocitati 

da  cellule  adiacenti.  A  differenza  della  necrosi  l’apoptosi  è  un  meccanismo 
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finemente  regolato  che  richiede  energia,  per  questo  è  definito  meccanismo di 

“morte cellulare programmata e attiva” (vedi review Krijnen et al., 2002).

Per queste caratteristiche l’apoptosi ha un ruolo chiave in eventi fondamentali per 

la  vita  stessa,  quali  lo  sviluppo embrionale,  l’omeostasi,  il  rimodellamento,  la 

sopravvivenza e le difese dei tessuti adulti (vedi review Crow et al., 2004). 

In particolare l’apoptosi è mediata da due diverse vie di attivazione note come via 

estrinseca  e  via  intrinseca.  La  prima  v  iene  mediata  dai  così  detti  “death 

receptors”, Fas e TNF-αR, attraverso l’attivazione delle procaspasi 8 e 3 nelle 

forme enzimatiche attive. A differenza della via estrinseca che trasduce specifici 

stimoli proapoptotici attraverso recettori di membrana, la via intrinseca integra un 

ampio  spettro  di  stimoli  extracellulari  e  intracellulari  definiti  stimoli  di  stress 

cellulare. Stimoli extracellulari sono mancanza di nutrienti, di fattori di crescita e 

sopravvivenza,  ipossia,  stimoli  chimici  e radiazioni,  quelli  intracellulari:  stress 

ossidativi, danni al DNA, alterazioni strutturali (“misfolding”) di proteine. Tutti 

questi stimoli convergono su di un unico bersaglio, il mitocondrio attraverso la 

perdita  di  funzionalità  dell’organello,  il  rilascio  di  proteine  apoptogeniche,  e 

l’attivazione delle caspasi (vedi review Crow et al., 2004).

L’alterazione  della  regolazione  dell’apoptosi,  risultante  o  in  un  scarsa  attività 

apoptotica, o in un eccesso di morte cellulare, sono alla base di diverse patologie 

umane. Ad esempio una scarsa attività apoptotica può favorire e contribuire ai 

processi di carcinogenesi, mentre un’accessiva perdita di cellule per apoptosi è 

causa  di  numerose  malattie  degenerative  e  potrebbe  essere  alla  base  della 

patogenesi di malattie e alterazioni della funzionalità cardiaca in seguito a eventi 

di collasso, infarto del miocardio, attacco cardiaco. In particolare è stato osservato 

che cellule del muscolo cardiaco vanno incontro ad apoptosi in seguito a diversi e 

molteplici stimoli quali ipossia, ischemia e riperfusione, acidosi, stress ossidativo, 

deprivazione di siero, di glucosio ed inibizione metabolica, nonché trattamento 

con antracicline (vedi review Crow et al., 2004).

Parallelamente numerosi studi sono stati condotti sia in vivo che in vitro in cui si è 

analizzato il ruolo di fattori di crescita nel miocardio come IGF-I, VEGF ed HGF.

In  particolare  attualmente  sempre  più  attenzione  viene  riservata  al  fattore  di 

crescita HGF nelle patologie cardiovascolari (Morishita et al., 1998), poiché  HGF 
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ed  il  suo  recettore  Met,  svolgono  un  ruolo  importante  nell’embriogenesi  del 

miocardio (Rappolee et al., 1996). E’ stato inoltre documentato che i geni di HGF 

e Met vengono ri-espressi ad alti livelli in seguito a danno indotto da ischemia e 

riperfusione (Ueda et al., 2001, 1999; Aoki et al., 2000; Nakamura et al., 2000; 

Zhang et al., 2000; Ono et al., 1997; Matsumori et al., 1996). In particolare sono 

fortemente  positive  all’analisi  immunoistochimica  per  HGF  le  cellule 

dell’endotelio,  le  cellule  interstiziali  e  i  macrofagi  circolanti,  mentre  i 

cardiomiociti e l’endotelio capillare sono fortemente positivi per l’espressione di 

Met (Ueda et al., 2001; Ono et al., 1997). 

HGF si è inoltre dimostrato un fattore cardioprotettivo in vivo e anti-apoptotico in 

vitro  (Kitta  et  al.,  2003;  Nakamura  et  al.,  2000)  indicando  un  suo  possibile 

utilizzo terapeutico nei casi di danno al cuore (Duan et al., 2003). Studi clinici e 

sperimentali  hanno  messo  in  evidenza  la  correlazione  tra  le  concentrazioni 

plasmatiche  di  HGF  ed  eventi  arteriosclerotici,  suggerendone  un  potenziale 

utilizzo come marker diagnostico (Kawamoto et al., 2003; Yamamoto et al., 2002; 

Matsumori et al., 1998-2000-2002). 

Attualmente sono allo studio strategie terapeutiche da applicarsi in caso di danno 

cardiaco  e,  in  particolare,  sono  stati  riportati  modelli  sperimentali  di  terapia 

genica con l’utilizzo di HGF ricombinante (Shimamura et al., 2004; Duan et al., 

2003; Aoki et al., 2000; Sakakura et al., 2000). 

Cellule staminali

Di  notevole  rilevanza  scientifica  è  stata  la  documentazione  della  presenza  di 

cellule staminali cardiache nel miocardio adulto. Queste cellule sono in numero 

estremamente esiguo, ma aumentano nel caso di danno cardiaco (Beltrami et al., 

2003). In sistemi sperimentali queste cellule hanno dimostrato di essere in grado 

di autorinnovarsi, di essere clonogeniche, multipotenti e di essere in grado di dare 

origine a cellule di muscolo cardiaco, cellule della muscolatura liscia, e cellule 

endoteliali (Beltrami et al., 2003). Queste scoperte hanno aperto alla possibilità di 

terapia cellulare. Poiché le cellule staminali cardiache sono molto poche, si sta 

studiando la possibilità di utilizzare cellule mesenchimali staminali, quali quelle 
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presenti  nel  midollo  osseo,  che  possono  eventualmente  essere  indotte  alla 

transdifferenzazione in senso cardiomiogenico in seguito a particolari trattamenti 

(Forte et al., 2006; Duan et al., 2003; Makino et al., 1999). 

La plasticità di queste cellule è determinata da meccanismi e fattori non ancora 

del  tutto  noti,  che  potrebbero  rivelare  possibili  utilizzi  delle  cellule  staminali 

mesenchimali in processi di rinnovo cellulare, sostituzione di cellule danneggiate, 

e  riparo  dell’architettura  tissutale.  In  questo  contesto  di  notevole  interesse  è 

l’identificazione  di  fattori  di  crescita  che  selettivamente  possano  promuovere 

proliferazione,  migrazione  e  differenziamento  di  cellule  staminali  adulte  per 

aprire sempre più ad un’eventualità di terapia cellulare in casi di danni d’organo 

(Herzog et al., 2003; Bianco et al., 2001).

Sia le cellule staminali  cardiache (CSC) che le cellule staminali  mesenchimali 

(MSC) esprimono il recettore Met e il ligando HGF (Linke et al., 2005; Neuss et 

al., 2004).

In  modelli  sperimentali  di  ischemia  miocardica,  cellule  staminali  derivate  dal 

midollo  osseo,  inoculate  nel  cuore  danneggiato,  hanno  contribuito  alla 

rigenerazione della porzione infartuata (Orlic et  al.,  2001).  Altri  studi in vivo, 

hanno  documentato  che  l’inoculo  di  cellule  staminali  mesenchimali, 

iperesprimenti HGF, nel  sito di danno, permettevano un miglior attecchimento 

delle  cellule  trapiantate  e   aumentavano la  capacità  di  rigenerazione  dell’area 

danneggiata,  delle  abilità  nel  ripristino  delle  funzionalità  cardiache  e  un 

incremento dei processi  di  neoangiogenesi (Duan et al.,  2003). Risultati  simili 

sono  stati  ottenuti  in  cuori  di  cane  infartuati  utilizzando  cellule  staminali 

cardiache, inoculate in presenza di elevate concentrazioni locali di HGF. Questo 

ha facilitato e migliorato le  capacità transdiffereziative di queste cellule in senso 

cardiomiocitario, incrementandone anche le capacità rigenerative e conferendone 

capacità contrattile (Linke et al., 2005).

Piastrine
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Le piastrine sono elementi corpuscolati del sangue specializzate nella regolazione 

dei  processi  emostatici.  Le  piastrine  originano  dalla  frammentazione  dei 

megacariociti.  Le  piastrine  sono  prive  del  nucleo,  ma  conservano  nel  loro 

citoplasma  alcune  molecole  di  mRNA  per  la  sintesi  proteica,  un  sistema 

citoscheletrico molto sviluppato e alcuni sistemi enzimatici e effettori 

trasduzionali. Le piastrine possono aderire alla parete dei vasi in seguito a danno 

oppure  in  condizioni  di  elevata  pressione  sanguigna.  Esse  sono  in  grado  di 

formare aggregati e sono le principali responsabili della formazione di trombi e 

placche ateromatose.  Il  legame e l’adesione delle piastrine alla parete dei vasi 

sono promossi da interazioni ad alta affinità tra recettori espressi sulla membrana 

piastrinica (integrine) e ligandi espressi dal sottoendotelio esposto, quali collagene 

e  fattore  di  vonWillebrand (vWf).  In  particolare  il  legame con le molecole  di 

collagene avviene attraverso i recettori GP VI e GP Ia/IIb, mentre il legame al 

fattore  di  vonWillebrand  è  mediato  dal  complesso  della   glicoproteina  GP 

Ib/V/IX. Queste interazioni sono gli eventi iniziali dell’attivazione piastrinica, a 

cui fanno seguito un cambio di forma, rilascio del contenuto dei granuli: fattori 

pro-aggreganti  che  hanno  il  compito  di  attivare  piastrine  adiacenti,  e 

modificazione  strutturale  dell’integrina  alpha(IIb)beta3  (GPIIb/IIIa)  che 

determina la formazione del trombo piastrinico vero e proprio (vedi le review 

Steinhubl and Moliterno, 2005; Freedman, 2005).

Attualmente in letteratura è riportato che alcuni fattori  di  crescita quali  PDGF 

(Platelet Derived Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e 
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SCF (Stem Cell factor) influenzano la funzionalità delle piastrine, modulandola 

rispettivamente in senso negativo o positivo (Selheim et al., 2002; Grabarek et al., 

1994; Vassbotn et al., 1994). 

Il sistema HGF/Met nella patologia tumorale
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La complessa risposta cellulare evocata dal sistema HGF/Met nota con il nome di 

crescita invasiva, importante nella regolazione e progressione di eventi fisiologici, 

quando non correttamente regolata è causa di eventi tumorigenici e metastatici. 

Ad oggi sono numerose le evidenze che documentano come un’attivazione non 

regolata  di  questa  risposta  evocata  da  HGF/Met  sia  correlata  ad  eventi  sia 

tumorigenici che metastatici ed il ruolo di HGF e Met nella patologia tumorale 

umana è stato ampiamente studiato ed è  attualmente condiviso e  accettato.  In 

generale possiamo distinguere meccanismi di attivazione del recettore ligando-

indipendenti  e  meccanismi  ligando-dipendenti.  Più  dettagliatamente  si 

distinguono meccanismi quali: 

1. riarrangiamento genico

2. iperespressione del recettore 

3. mutazioni puntiformi di tipo germinale e somatico 

4. espressione  ectopica  in  cellule  di  origine  stromale  con  attivazione  di 

circuiti autocrini 

L’attività oncogenica di Met è stata documentata per la prima volta nella linea 

cellulare di osteosarcoma HOS (Cooper et al., 1984), a causa di un meccanismo di 

riarrangiamento  genico  che  aveva  generato  il  gene  di  fusione  TPR-MET, 

codificante pedr una proteina chimerica costituita dalla regione N-terminale della 

proteina TPR, e la sequenza citosolica del recettore Met, contenente la regione 

chinasica  e  C-terminale  del  recettore.  Questa  proteina  è  costitutivamente 

fosforilata  ed  ha  un  elevato  potenziale  oncogenico  sia  in  vivo che  in   vitro 

(Tulasne et al., 2002).  

In numerosi carcinomi umani la principale causa di deregolata attività di Met è 

determinata  da  iperespressione  del  recettore.  causata  o  da  meccanismi  di 

amplificazione  genica  o  da  meccanismi  di  trascrizione  alterati.  Nel  caso  di 

carcinoma differenziato papillare della tiroide e carcinoma gastroenterico, è stata 

documentata  un’iperespressione  di  Met,  causata  da  eventi  di  amplificazione 

genica  o  di  deregolazione  dell’attività  trascrizionale  o  dei  meccanismi  post-

traduzionali.  Un  aumento  della  espressione  di  Met  sulla  superficie  cellulare 

sembra  favorire  eventi  di  dimerizzazione  tra  due  o  più  molecole  di  recettore, 

permettendone  l’attivazione  in  assenza  di  ligando.  Tuttavia  a  volte  si  osserva 
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iperespressione del recettore ma non una sua costitutiva attivazione (vedi review 

Birchmeier et al., 2003; Tulasne et al., 2002).

Alterazioni  dei  meccanismi  di  modificazione  post-traduzionale  possono 

determinare  la  presenza  sulla  superficie  di  membrana  di  un  recettore  Met 

monocatenario, questa conformazione tridimensionale sembra mimare dal punto 

di vista molecolare la conformazione di Met in presenza di HGF. Questo causa 

una  fosforilazione  della  chinasi  anche  in  assenza  del  ligando,  stimolando 

costitutivamente la traduzione del segnale di Met. 

Molto frequente infine è l’attivazione costitutiva  di Met causata dall’innesco di 

circuiti autocrini, generati dalla espressione ectopica di una delle due molecole. E’ 

noto che sia cellule di tipo epiteliale sia cellule di tipo mesenchimale possono 

esprimere HGF o Met rispettivamente.  In particolare si  osserva questo tipo di 

attivazione del potenziale oncogeno di Met in forme di osteosarcomi, sarcomi, 

mielomi (vedi review Birchmeier et al., 2003)

Il Sarcoma di Kaposi

Il Sarcoma di Kaposi (KS) è un sarcoma multiplo emorragico: l’eziologia della 

neoplasia non è  del tutto definita.   Sono conosciute  diverse forme cliniche ed 

epidemiologiche  della  malattia  che  presentano  tutte  caratteristiche  comuni 

istopatologiche:  neoangiogenesi,  edema,  infiltrazioni  di  cellule  del  sistema 

immunitario,  presenza  di  cellule  endoteliali  (EC)  con elevata  attività  mitotica, 

cellule sanguigne con capacità di extravasione e formazione e crescita di cellule di 

forma fusata (“spindle cells”) dette anche cellule del Sarcoma di Kaposi (KSC), 

considerate i veri e propri elementi tumorali (vedi review Ensoli et al., 2001). 

Da  un  punto  di  vista  epidemiologico  possiamo  distinguere  due  categorie  di 

Sarcoma  di  Kaposi:  una  forma  associata  ad  infezione  da  HIV-1  e  una  non 

associata ad HIV-1.

La forma di KS HIV-1 non associata può essere ulteriormente distinta in altre tre 

forme  cliniche:  una  forma  classica  che  colpisce  soprattutto  soggetti  maschi 

anziani  dell’area  dell’Est  Europa  e  del  Mediterraneo;  una  forma  endemica 
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presente in Africa che colpisce soggetti HIV-1 negativi ed una forma acquisita in 

soggetti trapiantati sottoposti a terapia immunosoppressiva. 

La  forma  HIV-1  associata  è  particolarmente  diffusa  tra  soggetti  maschi  sia 

omosessuali che eterosessuali. Tra le donne inoltre l’incidenza di KS è maggiore 

in  soggetti  con  partner  bisessuali  piuttosto  che  eterosessuali.  Queste  evidenze 

unitamente  all’osservazione che  il  rischio di  Sarcoma di  Kaposi  è  più alto  in 

pazienti che hanno contratto HIV-1 per via sessuale, rispetto a quelli che lo hanno 

contratto  per  via  parenterale,  suggerisce  che  un  altro  elemento  importante 

nell’eziologia del sarcoma sia un virus erpetico, sessualmente trasmesso quale il 

virus HHV-8. 

L’osservazione che la distribuzione geografica delle forme di Sarcoma di Kaposi 

non  associato  ad  HIV-1  corrisponde  approssimativamente  alla  distribuzione 

geografica dell’infezione da HHV-8 supporta ulteriormente l’azione del fattore 

virale nell’eziologia del sarcoma. L’infezione da HHV-8 è più frequente in Africa 

(30-60%) e  nei  paesi  mediterranei (Grecia  e Italia,  4-35%),  meno frequente o 

quasi assente nell’area del Nord e Centro Europa e negli Stati Unit, dove invece si 

registrano il maggior numero di casi di KS HIV-1 associati (vedi reviews Barillari 

and Ensoli, 2002; Ensoli et al., 2001). 

Gli stadi iniziali del Sarcoma di Kaposi sono caratterizzati da una forte risposta 

infiammatoria  localizzata  che  precede  la  formazione  di  “spindle  cells”  e 

suggerisce un’origine reattiva piuttosto che maligna di questo sarcoma.

Da un punto di vista clinico si distinguono tre stadi di evoluzione della patologia:

stadio  iniziale  o  delle  macchie: presenza  di  macchie  rosso-bluastre;  a  livello 

microscopico  si  osserva  un  quadro  infiammatorio:  infiltrazioni  di  cellule 

immunitarie, in particolare linfociti CD8, plasmacellule e macrofagi, secernenti 

citochine infiammatorie come TNF-α, γ-IFN, IL-1β e IL-6, vasi sanguigni dilatati 

ed irregolari. Non si osservano ancora elementi trasformati. Cellule provenienti da 

lesioni  precoci  di  KS iniettate  in  topi  nudi  non originano  tumori  o  metastasi 

(Ensoli et al., 2001)

stadio tardivo: si distinguono due fasi: una fase detta stadio delle placche ed una 

più tardiva detta stadio nodulare. Nello stadio della placche le lesioni aumentano 

di  dimensioni  e  sono rilevate;  microscopicamente iniziano a comparire cellule 
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fusate,  sono  sempre  presenti  infiltrati  di  cellule  immunitarie,  e  citochine 

infiammatorie  che  stimolano  cellule  endoteliali  e  “spindle  cells”  a  secernere 

fattori di crescita (bFGF, VEGF, HGF, PDGF) induttori di processi angiogenetici, 

proliferazione cellulare e capaci di riattivare il ciclo litico di HHV-8 in cellule 

polimorfonucleate del sangue periferico (PBMC) (Ensoli et al., 2001); le lesioni 

neoplastiche vere e proprie compaiono solo nello stadio nodulare, nelle lesioni 

sono  presenti  solo  più  cellule  di  tipo  fusato,  caratteristiche  della  patologia, 

altamente  proliferanti,  secernenti  citochine  infiammatorie,  fattori  di  crescita  e 

esprimenti in vivo alti livelli di un gene tardivo di HHV-8, il gene LANA (Ensoli 

et al., 2001).

Numerose  evidenze  sperimentali  hanno  dimostrato  l’importanza  del  sistema 

HGF/Met nella patogenesi del Sarcoma di Kaposi. Cellule isolate dalle lesioni, 

così come linee stabilizzate da esse, esprimono il recettore Met, spesso sono stati 

documentati eventi di espressione ectopica di HGF (Montaldo et al., 2000; Maier 

et al., 1996; Polverini et al., 1995). La contemporanea espressione di recettore e 

ligando  determina  la  formazione  di  un  circuito  autocrino  di  attivazione 

recettoriale che mantiene costitutivamente fosforilato il recettore, stimolando una 

sostenuta proliferazione delle cellule di Sarcoma di Kaposi (Naidu et al., 1994). 

L’espressione  ectopica  di  HGF  in  cellule  di  KS  sembra  essere  indotta  dalla 

contemporanea  riattivazione  del  virus  HHV-8  in  queste  cellule.  Geni  virali 

precoci   stimolano  l’attivazione  trascrizionale  di  HGF  in  cellule  di  origine 

endoteliale  che  normalmente  non  sono  programmate  a  farlo.  Un  fenomeno 

analogo è stato osservato in linee cellulari di una particolare forma di mieloma, 

PEL.  Queste  cellule  risultano  positive  alla  presenza  del  genoma  di  HHV-8, 

l’espressione di geni precoci di HHV-8 determina l’induzione di iperespressione 

di  Met  ed  espressione  ectopica  di  HGF  creando  un  sistema  di  attivazione 

costitutiva di Met per autocrinia (Capello et al., 2000). 

Studi  condotti  su  una  linea  cellulare  stabile  di  sarcoma  di  Kaposi  (KS-

immortalized  cells:  KS-IMM),  esprimenti  il  recettore  Met  ,  ma  non  HGF,  se 

trattate con il fattore di crescita erano in grado di attivare tutte le caratteristiche 

risposte  biologiche  mediate  dall’interazione  HGF/Met  quali,  migrazione, 

proliferazione ed invasività (Montaldo et al., 2000). 
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Anticorpi 
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Gli  anticorpi (Ab) sono le molecole effettrici  dell’immunità  umorale,  vengono 

anche chiamati immunoglobuline (Ig) per distinguerli dalle altre proteine presenti 

nella frazione γ-globulinica del siero. Sono proteine prodotte da plasmacellule, 

che si sono differenziate da linfociti B attivati.

Le Ig presentano una struttura simmetrica peculiare, generalmente rappresentata 

da  una struttura  ad Y,  costituita  da  quattro  catene polipeptidiche a  due a  due 

uguali: due catene di circa 55 kDa, definite catene pesanti (H), e due catene di 

circa 22 kDa, definite catene leggere (L). Le quattro catene sono unite tra da loro 

da ponti disolfuro (S-S) che formano un legame covalente tra le catene peptidiche 

e da una combinazione di interazioni non covalenti come legami ionici, idrogeno 

e idrofobici che ne stabilizzano la struttura. Il numero e la posizione dei legami 

disolfuro  intercatena  sono  diversi  nelle  differenti  classi  e  sottoclassi 

immunoglobuliniche.  I  ponti  disolfuro  formano  anche  legami  intercatena  che 

definiscono e stabilizzano il dominio immunoglobulinico, che è costituito da circa 

110 aminoacidi (dominio “Ig-like”).

I  primi  110  aminoacidi  all’estremità  N-terminale  delle  catene  pesanti  e  delle 

catene leggere sono molto variabili in anticorpi con diversa specificità antigenica 

e costituiscono le regioni variabili, che concorrono a formare il sito anticorpale 

responsabile  dell’interazione  con  l’antigene.  All’interno  delle  regioni  variabili 

sono presenti  zone in cui si  concentrano le differenze di sequenza,  dette  zone 

ipervariabili  o  CDR  (“complementarity  determining  regions”  o  regioni  che 

determinano la complementarietà) che di fatto costituiscono il  sito combinatorio 

specifico per l’antigene. 

Gli anticorpi sono utilizzati nella ricerca, nell’industria e in campo medico, come 

agenti  diagnostici  e  terapeutici,  e  le  loro  potenzialità  sono  aumentate  con 

l’avvento delle nuove tecnologie di biologia molecolare  che ne permettono la 

riformattazione. 

Anticorpi monoclonali (MAbs)
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Questo tipo di anticorpi viene prodotto da linee cellulari  ibride (ibridomi)  che 

rilasciano  l’anticorpo  nel  mezzo  di  coltura.  Gli  ibridomi  sono  ottenuti  dalla 

fusione di cellule di mieloma murino (ad esempio NS1 o P3.X63.Ag8.653) con 

cellule spleniche di topi immunizzati più volte contro un determinato antigene. 

Gli  ibridomi riassumono le caratteristiche fondamentali proprie delle cellule di 

origine:  sono infatti  in  grado di  secernere  anticorpi  (linfociti  B)  e  di  crescere 

indefinitamente in coltura (cellule di mieloma).

Una volta  avvenuta la fusione è  possibile isolare  i  singoli  ibridomi in  terreno 

selettivo (HAT, contenente ipoxantina, aminopterina e timidina) non permissivo 

per la crescita di cellule di mielosa che mancano dell’enzima HPRT (ipoxantina 

fosforibosil transferasi).

E’ possibile produrre elevati  livelli di anticorpi monoclonali anche in vitro. In 

particolare l’elevata domanda di mAbs nell’ambito della ricerca ha fatto emergere 

l’esigenza di un nuovo sistema di produzione che riducesse l’uso di animali  e 

facilitasse il processo di estrazione e purificazione. Nel laboratorio di Istologia è 

stato quindi introdotto il metodo CELLine™ della BD Biosciences. Si tratta di un 

dispositivo di coltura per cellule in sospensione, come gli ibridomi, costituito da 

tre scomparti che contengono rispettivamente terreno di crescita, cellule e gas in 

equilibrio  con  l’ambiente.  Il  fatto  che  le  cellule  siano  in  un  compartimento 

proprio, ma in comunicazione con il serbatoio dei nutrienti da una parte e che 

possano scambiare ossigeno e anidride carbonica con l’altro serbatoio, fa sì che 

esse possano crescere ad alte concentrazioni e quindi produrre anticorpi in elevate 

quantità. 

Questi anticorpi presentano però dei limiti: è infatti possibile utilizzarli solo in 

vitro,  in  quanto  un  loro  utilizzo  terapeutico  nell’uomo  scatena  una  risposta 

immunitaria, essendo l’anticorpo di origine murina, detta risposta HAMA (human 

anti-mouse antibody).

Per ovviare a questo problema i mAb murini sono stati “umanizzati” (Hudson et 

al, 2003), sostituendo la porzione Fc di topo con quello umano mediante tecniche 

di ingegneria genetica, attraverso la manipolazione del DNA che codifica per la 

molecola  anticorpale.  Si   tratta  quindi  di  molecole  chimeriche  uomo-topo 

(anticorpi monoclonali ricombinanti), in cui la specificità antigenica, determinata 
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dalla regione variabile, è di origine murina, mentre l’isotipo, determinato dalla 

regione  costante,  deriva  dall’uomo.  Inoltre,  attraverso  la  fusione  con  altre 

proteine, è possibile dotare le immunoglobuline di nuove proprietà: la fusione tra 

Fab  ed  enzimi  può  fornire  gli  anticorpi  di  nuovi  meccanismi  effettori,  come 

enzimi che attivino i pro-farmaci nei tumori (McDonagh  et al., 2003).

Anticorpi  monoclonali  diretti  contro  recettori  rappresentano  degli  strumenti 

versatili  e molto utili per fini di ricerca e terapia. Possono essere utilizzati per 

studiare la struttura proteica, e se agonisti del recettore possono dimostrarsi  validi 

strumenti  per  dissezionare  le  vie  di  trasduzione  del  segnale  e  le  risposte 

biologiche  evocate  dall’attivazione  del  recettore,  e  quindi  risultare  ottimi 

strumenti a disposizione dei ricercatori sia a livello biologico che medico.  Alcuni 

mAbs sono già utilizzati  con successo nella terapia  tumorale (Mellstedt et  al., 

2003). Tra i tanti si può ricordare il Trastuzumab (Herceptin™), specifico per il 

recettore  Herb-B2.  L’anticorpo  Trastuzumab,  agendo  probabilmente  come 

antagonista di questa tirosina chinasi recettoriale, ne blocca l’internalizzazione, 

impedendo l’inizio della via di segnalazione (Vogel et al., 2001).

Attualmente  sono  in  commercio  disponibili  a  fini  di  ricerca  anche  anticorpi 

monoclonali specifici per il recettore di HGF. Il laboratorio in cui ho svolto la tesi 

dottorato,  in  particolare,  ne  ha  prodotti  (DO-24 e  DN-30),  che  riconoscono e 

legano  il  dominio  extracellulare  di  Met  in  due  distinte  regioni  e  che  si  sono 

dimostrati    rispettivamente agonisti  totali  o  parziali  del  recettore  (Prat  et  al., 

1998). 

Anticorpi agonisti di Met

Gli anticorpi monoclonali DO-24, DN-30, NO-23, specifici per il recettore Met, 

riconoscono epitopi  di  natura proteica presenti  sulla forma nativa del dominio 

extracellulare della catena β del recettore. Ogni anticorpo riconosce inoltre domini 

diversi, infatti è possibile osservare effetti additivi e non sono mai stati osservati 

effetti di competizione o cross-reazione in vivo ed in vitro (Prat et al., 1998). 

L’anticorpo monoclonale DO-24 è un agonista completo del recettore, in grado di 

indurre  tutti  gli  effetti  di  HGF,  quali  motilità,  proliferazione,  sopravvivenza, 
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invasività, morfogenesi e angiogenesi (Prat et al., 1998). Questo anticorpo è stato 

anche utilizzato per studiare in immunoistochimica il profilo di espressione del 

recettore Met nei tessuti normali e neoplastici. 

L’anticorpo DN-30 invece è stato identificato come agonista parziale di Met, sia 

in sistemi cellulari epiteliali che di origine mesenchimale, esso è in grado infattio 

di evocare solo risposte di tipo motorio, attivando il recettore in modo transiente e 

a bassi livelli (Prat et al., 1998; Bardelli et al., 2005).

Infine l’anticorpo monoclonale NO-23, è attualmente in fase di validazione, ma si 

è dimostrato in diversi modelli cellulari un agonista parziale di Met. 

L’anticorpo monoclonale AR-3

L’anticorpo monoclonale AR-3 è stato utilizzato come controllo negativo nello 

studi degli effetti biologici di mAb agonisti di Met in cardiomiociti. Esso è stato 

ottenuto a seguito della fusione di cellule di mieloma P3.X63.Ag8.653 con cellule 

spleniche di un topo (ceppo Balb/c) immunizzato con cellule vive di carcinoma 

epidermoide umano (A 431) e selezionato per la sua capacità di legarsi a linee 

cellulari  di  carcinoma  umano,  ma  non  a  linfociti  umani  isolati  da  sangue 

periferico. Studi successivi hanno dimostrato la sua efficacia nel discriminare tra 

cellule neoplastiche gastriche, pancreatiche, del colon, ovariche ed endometriali e 

le loro controparti normali. In particolare il mAb AR-3 si lega specificamente ad 

un epitopo che è stato denominato CAR-3 (Prat et al., 1985). Questo epitopo è 

espresso  su  di  una  mucina  presente  alla  superficie  cellulare,  che  viene  anche 

rilasciata nei liquidi biologici e nel surnatante di coltura ed è risultato essere di 

natura saccaridica legato tramite un legame O- glicosidico al core proteico (Prat et 

al.,1989). 
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Scopo del lavoro

Il lavoro svolto durante il periodo di dottorato è stato rivolto ad indagare il ruolo 

della  coppia  ligando-recettore  HGF/Met  in  modelli  fisiologici  e  patologici.  In 

particolare i sistemi studiati sono stati:

1. il sistema delle piastrine, le quali hanno un ruolo chiave sia  in processi 

fisiologici di riparo tissutale che patologici in quanto elementi essenziali 

nella  formazione  di  trombi  e  nella  manifestazione  di  lesioni 

aterosclerotiche; 

2. il sistema delle cellule staminali, per capire se e come HGF/Met fossero 

espressi e il loro ruolo nei processi di differenziazione; 

3. il sistema cardiomiociti, per valutare la possibile applicazione terapeutica 

di  molecole  anticorpali  specifiche  per  Met,  in  sostituzione  di  HGF, 

molecola  altamente  instabile  e  dai  costi  di  produzione  elevati.  Gli 

anticorpi  monoclonali  presentano,  infatti  notevoli  vantaggi,  sono 

facilmente  producibili  a  bassi  costi,  possono  essere  facilmente 

ingegnerizzati con le attuali metodiche di biologia molecolare, e inoltre 

sono molecola molto più stabili;

4. possibilità di utilizzare anticorpi monoclonali, precedentemente dimostrati 

essere  agonisti  completi  e  parziali  del  recettore  Met,  come  fattori  per 

studiare  e  dissezionare  le  vie  di  trasduzione  del  segnale  e  le  risposte 

biologiche innescate dall’interazione HGF-Met che sono coinvolte nella 

manifestazione e progressione del Sarcoma di Kaposi. 
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Parte sperimentale

HGF/Met nel sistema piastrine

Le  piastrine  hanno  un  ruolo  fondamentale  nei  processi  fisiologici  di  riparo 

tissutale  e  nella  patologia  del  sistema  cardiovascolare,  in  quanto  elementi 

essenziali  nella  formazione  di  trombi  e  nella  manifestazione  di  lesioni 

aterosclerotiche. Attualmente è noto che le concentrazioni plasmatiche del fattore 

di crescita epatocitario HGF aumentano significativamente in seguito patologie 

associate alla formazione di trombi. Lo studio condotto ha voluto indagare se il 

fattore HGF fosse in grado di interagire con il sistema piastrine. In primo luogo è 

stata documentata l’espressione del recettore Met sulla superficie piastrinica, in 

seguito è stata studiata l’interazione di HGF con il recettore Met espresso sulla 

superficie delle piastrine. Gli studi condotti hanno dimostrato che concentrazioni 

fisiologiche  di  HGF  sono  in  grado  di  inibire  l’attività  piastrinica  indotta  da 

trombina  in  maniera  tempo  e  dose  dipendente,  agendo  attraverso  l’inibizione 

dell’attivazione dell’integrina αIIbβ3.

Questi  risultati  suggeriscono  la  possibile  funzione  del  fattore  HGF  circolante 

come modulatore negativo dell’aggregazione piastrinica.

(Per la parte sperimentale si allega al testo articolo originale)
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Il sistema HGF/Met nelle cellule staminali

Il fattore di Crescita Epatocitario (HGF), è una citochina pleiotropica di origine 

mesenchimale, in grado di evocare risposte di  tipo motorio, proliferativo,  e di 

sopravvivenza in diversi tipi cellulari, cellule staminali. Le vie di trasduzione del 

segnale coinvolte, non sono del tutto ancora note. Gli studi condotti ha voluto 

indagare il  ruolo di  HGF in cellule  staminali  mesenchimali  (MSC),  ed hanno 

documentato  che  la  stimolazione  con HGF di  queste  cellule   per  tempi  brevi 

induce  la  fosforilazione  e  attivazione  del  recettore  Met  e  delle  cascate 

trasduzionali mediate dagli effettori ERK1/2, p38 MAPK, e PI3K/AKT, mentre 

stimolazioni per tempi lunghi evocavano effetti di riarrangiamento citoscheletrico, 

migrazione cellulare, e inibiscono la proliferazione, attraverso il blocco del ciclo 

cellulare al “checkpoint” tra la fase G1/S. 

Trattando le cellule staminali mesenchimali,  con la molecola K252A, inibitore 

delle tirosina chinasi, gli effetti indotti da HGF sono inibiti. 

Gli  effetti  inibitori  sulla  proliferazione  delle  MSC viene  revertita  trattando  le 

cellule con l’inibitore di p38 SB203580, mentre il trattamento con Wortmannina, 

inibitore  specifico  di  PI3K,   blocca  le  risposte  motorie  evocate  da  HGF, 

suggerendo che la citochina agisce attraverso diverse vie di traduzione per indurre 

le complesse risposte biologiche nelle cellule staminali mesenchimali. 

Trattamenti  prolungati  con  HGF  di  cellule  staminali  mesenchimali,  hanno 

documentato  l’induzione  dell’espressione  di  marcatori  cellulari  specifici  della 

linea cardiomiogenica (GATA-4, MEF2C, TEF1, desmina,  α-MHC,  β-MHC, e 

nestina),  e  la  contemporanea  perdita  di  espressione  degli  specifici  marcatori 

staminali nucleostemina, c-kit e CD105.

(Si allega testo originale)
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Sistema cardiomiociti

Le patologie ischemiche cardiache sono caratterizzate da una progressiva perdita 

di  cellule cardiache,  la  quale  inizialmente viene compensata  da ipertrofia,  che 

talvolta può evolvere in cardiomiopatia dilatativa e causare arresto cardiaco.

Diversi studi hanno dimostrato che la morte dei cardiomiociti è causata sia da 

eventi  apoptotici  che  da  eventi  di  necrosi.  In  particolare  trattamenti 

chemioterapici antitumorali con antracicline provocano la morte per apoptosi dei 

cardiomiociti. Alcuni fattori di crescita  sono in grado di  proteggere da apoptosi i 

queste cellule sia in vivo che in vitro e perciò potrebbero essere utilizzati come 

strumenti  terapeutici  in  questo  tipo  di  patologie.  Molte  evidenze  sperimentali 

suggeriscono un ruolo importante di HGF e del suo recettore Met nel cuore: sono 

infatti fondamentali nell’organogenesi cardiaca, e le espressioni sia di HGF che di 

Met  sono aumentate  nel  cuore in seguito  a  danni  ischemici.  Inoltre  HGF si  è 

rivelato  un  fattore  cardioprotettivo  in  modelli  animali  sottoposti  a  ischemia  e 

riperfusione.  Tuttavia la molecola di  HGF nella forma biologicamente attiva è 

altamente instabile ed i costi di produzione sono assai elevati, questo costituisce 

un  limite  nel  suo  possibile  impiego.  Considerato  però,  che  tutte  le  risposte 

biologiche indotte da HGF sono mediate dal suo recettore, ci siamo proposti di 

valutare  l’impiego di  anticorpi monoclonali,  precedentemente dimostrati  essere 

agonisti  del  recettore  Met,  come  fattori  anti-apoptotici  per  i  cardiomiociti,  in 

sostituzione di HGF. Queste molecole presentano caratteristiche di stabilità nel 

tempo, facilità e  bassi  costi  di  produzione,  inoltre con le attuali  conoscenze e 

tecnologie di  biologia molecolare possono sono facilmente riformattati  in base 

alle esigenze applicative. 
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“Effetti  biologici  indotti  da anticorpi monoclonali 

agonisti  del  recettore  Met  in  cardiomiociti: 

sopravvivenza, motilità, proliferazione”

Gli anticorpi agonisti di Met contrastano l’azione apoptotica della 

doxorubicina e della deprivazione di siero in cardiomiociti H9c2
Trattando  cardiomioblasti  di  ratto  H9c2  con  doxorubicina  per  tempi  brevi  si 

induce il rilascio di radicali liberi dell’ossigeno e l’attivazione della via intrinseca 

dell’apoptosi a causa dell’alterazione dello stato redox della catena respiratoria 

mitocondriale.  Questa condizione mima in vitro il danno generato da episodi di 

ischemia/riperfusione e infarto acuto del miocardio in vivo. 

Nel nostro lavoro sono stati adottati protocolli sperimentali tesi a mimare queste 

condizioni  patologiche  al  fine  di  valutare  le  proprietà  cardioprotettive  di  due 

anticorpi agonisti di Met DO-24 e NO-23. 

Trattando cellule H9c2 con 10  µM doxorubicina per un’ora e successivamente 

ripristinando le normali condizioni di coltura in terreno fresco contenente 10% 

siero fetale addizionato di HGF (50 ng/ml) oppure MAbs agonisti o di controllo 

(20 nM), si è osservato che l’anticorpo DO-24 è in grado di ridurre l’azione del 

farmaco del 18 % circa, aumentando la sopravvivenza cellulare di circa il 50% 

rispetto  ad  HGF  stesso.  L’anticorpo  NO-23  invece  risulta  meno  efficiente 

riducendo di poco l’azione del chemioterapico cardiotossico. 

Indicazioni  comparabili  sono  state  ottenute  negli  esperimenti  di  induzione  di 

apoptosi  mediante  deprivazione  di  siero.  Anche  in  questo  caso  l’azione  anti-

apoptotica di DO-24 è decisamente più forte rispetto a NO-23 (67% vs 44%), e di 

poco superiore anche ad HGF (60%). (Fig. 1a,b,c; Tab.A).

Analisi ciclo cellulare
L’analisi del ciclo cellulare su cellule H9c2 deprivate di siero per 24 ore, e trattate 

con HGF o i MAbs agonisti, ottenuta in citofluorimetria a flusso previa marcatura 

delle  cellule  con  propidio  ioduro,  ha  dimostrato  che  sia  DO-24  che  NO-23 

47



riducono la  percentuale  di  cellule  apoptotiche.  E’ stato  inoltre  osservato che i 

campioni  trattati  con  NO-23,  presentavano  un  accumulo  di  cellule  nella  fase 

G0/G1, analogamente ai campioni trattati con HGF. Mentre le cellule trattate con 

DO-24 risultavano distribuite nel ciclo in modo simile al controllo (cellule non 

trattate). (Fig. 2)

Saggi attivazione caspasi 9
Poiché  caspasi  9  è  un’importante  molecola  effettrice  dalla  via  intrinseca 

dell’apoptosi,  abbiamo valutato  la  sua  cinetica  di  attivazione  in  cellule  H9c2 

deprivate  di  siero.  Successivamente  è  stata  studiata  l’azione  degli  anticorpi 

agonisti  di  Met  sulla  sua attivazione.  Saggi colorimetrici  dell’attivazione della 

caspasi 9 hanno dimostrato che la massima attivazione è riscontrabile 6 ore dopo 

lo stimolo di apoptosi dato dalla mancanza di siero. La presenza nel medium di 

HGF o MAbs agonisti, riduce l’attivazione della caspasi 9. In particolare DO-24 

inibisce l’attivazione di caspasi 9 a livelli  simili  a quelli rilevati  trattando con 

HGF. Le percentuali  di  inibizione concordano con i  dati  ottenuti  nei  saggi  di 

sopravvivenza  cellulare  MTT,  dove  l’anticorpo  DO-24  ha  dimostrato 

un’efficienza di inibizione del processo apoptotico pari ad HGF, riconfermando i 

dati biochimici finora ottenuti. (Fig. 3)

Gli anticorpi agonisti di Met, DO-24 e NO-23, attivano Met e la 

cascata delle MAPK e di AKT
Dopo stimolazione delle cellule H9c2 con HGF, con gli anticorpi agonisti di Met 

(DO-24 e NO-23) o con l’anticorpo di controllo negativo (AR-3) per 15 minuti, 

sono stati preparati dei lisati cellulari con detergente. Il recettore Met precipitato 

da  questi  lisati  con  anticorpi  specifici  è  risultato  attivato,  ossia  fosforilato  in 

tirosina, in cellule stimolate con HGF  o con l’anticorpo DO-24 allo stesso livello, 

e,  ad un livello inferiore,  ma comunque significativo,  in  cellule  stimolate  con 

l’anticorpo NO-23. L’analisi in Western blot dei trasduttori di Met coinvolti nella 

risposta anti-apoptotica ha rilevato che entrambi gli anticorpi attivano la cascata 

delle MAPK ERK1/2 e AKT. Anche in questo caso l’attivazione indotta da DO-

24 è risultata più forte rispetto a quella indotta dal monoclonale NO-23. I dati 
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biochimici  concordano  con  quelli  ottenuti  nei  saggi  in  vitro  e  indicano  che 

l’anticorpo  monoclonale  DO-24  attiva  il  recettore  e  le  vie  di  trasduzione  del 

segnale,  nonchè la risposta anti-apoptotica in modo più efficace dell’anticorpo 

monoclonale NO-23. (Fig.4)

I  saggi  di  attivazione di  caspasi  9 hanno dimostrato che gli  anticorpi  agonisti 

agiscono sull’attivazione dell’enzima, perciò abbiamo valutato il coinvolgimento 

di Akt, ERK 1/2, BAD, Bcl-2, nell’inibizione di caspasi 9. A tal fine circa 30 µg 

di estratto totale di cellule H9c2 incubate per 6 ore in assenza di siero e trattate 

con HGF, Mabs agonisti o di controllo sono stati analizzati in Western blot diretto 

mediante immunodecorazione con anticorpi diretti contro le forme fosforilate di 

Akt,  ERK1/2  e  BAD,   anticorpi  proteina  specifici  per  valutare  il  livello  di 

espressione di Bcl2 (dati in preparazione). 

Gli  anticorpi  agonisti  di  Met  non  stimolano  risposte  di  tipo 

proliferativo in cardiomiociti di ratto
L’analisi  della  cinetica  di  crescita  di  cellule  H9c2 stimolate  con  gli  anticorpi 

agonisti  ha  rivelato  che  sia  DO-24  che  NO-23  non  agiscono  come  fattori  di 

induzione di proliferazione cellulare. Infatti monitorando la crescita cellulare a 

tempi di 6, 48 e 96 ore non si sono osservate differenze significative tra le cellule 

trattate con HGF, DO-24 e NO-23 rispetto al controllo.(Fig.5).

L’anticorpo DO-24 attiva una risposta motoria in cellule H9c2
Per valutare la capacità degli anticorpi DO-24 e NO-23 di stimolare una risposta 

motoria  in  cardiomiociti  di  ratto,  è  stata  praticata  una ferita  su monostrato di 

cellule H9c2 quiescenti allo stato di sub-confluenza, prima di incubare le cellule 

con HGF (50 ng/ml), DO-24, NO-23 (20 nM) in terreno con 2% siero. Dopo 48 

ore di incubazione si è osservata che solo le cellule stimolate con l’anticorpo DO-

24  presentavano  completa  rimarginazione  della  ferita,  così  come  quelle  dei 

campioni di controllo trattati con HGF. (Fig. 6)
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Conclusioni

Attualmente  nell’ambito  della  ricerca  cardiovascolare  sempre  più  interesse  è 

rivolto al ruolo svolto da fattori di crescita nei processi di rigenerazione tissutale 

del  miocardio  in  seguito  a  eventi  ischemici  e  di  infarto  acuto  del  miocardio 

(Morishita et  al.,  1998).  Studi sia in vitro che in vivo hanno dimostrato come 

fattori quali IGF-1, HGF siano coinvolti nelle mobilitazione e differenziazione di 
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cellule staminali residenti nel cuore (Linke et al., 2005), e svolgano un ruolo anti-

apoptotico  e  cardioprotettivo  in  modelli  sperimentali  in  vitro  e  in  vivo 

(Yamamura et al., 2001; Nakamura et al., 2000; Kitta et al., 2001; Duan et al., 

2003). Recentemente è stato documentato che su cellule staminali mesenchimali 

di topo sia Met che HGF sono espressi a bassi livelli, che la loro espressione è 

aumentata dalla stimolazione con HGF esogeno, e che esso agisce come fattore 

motogenico. Questo suggerisce come le aumentate concentrazioni sistemiche di 

HGF in seguito a danno cardiaco, possano agire da fattori chemotattici per cellule 

staminali mesenchimali verso il cuore. Inoltre è stato riportato che HGF sia un 

fattore  importante nel transdifferenziamento di  queste  cellule  verso il  fenotipo 

cardiomiogenico  (Forte  et  al.,  2006).  Tutto  questo  suggerisce  una  possibile 

applicazione di HGF in una terapia cosiddetta molecolare.  

La molecola di HGF è espressa da cellule mesenchimali sotto forma di precursore 

monocatenario inattivo (pro-HGF), la sua maturazione è mediata dall’azione di 

specifiche convertasi che generano la forma biologicamente attiva costituita da 

due sub-unità. Essa a differenza del precursore è instabile; inoltre è noto come la 

produzione di HGF ricombinante puro è un processo dai tempi e costi elevati. Per 

questo è emersa l’esigenza di valutare la possibilità di  utilizzare molecole che 

presentassero vantaggi sia di tipo economico che di stabilità come gli anticorpi 

monoclonali agonisti di Met in sostituzione della citochina per future applicazioni 

terapeutiche.

Gli studi condotti su linee stabili di cardiomiociti, dimostrano che gli anticorpi 

monoclonali agonisti di Met, DO-24 e NO-23, sono in grado di inibire l’azione 

apoptotica della doxorubicina, e della deprivazione di siero. L’anticorpo DO-24 si 

è dimostrato un fattore anti-apoptotico pari,  se non leggermente migliore dello 

stesso HGF. Inoltre DO-24, a differenza di NO-23, ha dimostrato di stimolare, 

non solo risposte di sopravvivenza, ma anche risposte di tipo motorio. DO-24 era 

stato già ampiamente studiato per le sue attività biologiche (Prat et al., 1998), ed 

aveva  dimostrato  di  possedere  anche  capacità  mitogeniche.  Questo  non  si  è 

verificato negli  esperimenti  condotti  sui  cardiomioblasti  di  ratto,  dove peraltro 

neppure HGF è stato in grado di indurre proliferazione. È noto peraltro che il tipo 

di risposta biologica dipende, oltre che dallo stimolo (ligando diverso), anche dal 
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tipo di cellula e sicuramente cellule della linea cardiomiogenica non appartengono 

all’istotipo più prono alla proliferazione.

Gli studi biochimici hanno confermato che i due anticorpi monoclonali DO-24 e 

NO-23 sono ligandi agonisti in cardiomiociti. Infatti, entrambi sono in grado di 

attivare Met, e vie di  traduzione del segnale quali quelle di MAPK ERK1/2 e di 

Akt. Inoltre i due anticorpi interferiscono con l’attivazione della caspasi 9, indotta 

da deprivazione di siero.  Anche in questi esperimenti DO-24 si dimostra migliore 

rispetto a NO-23. 

Nel loro insieme questi  dati  ci permettono di suggerire il  possibile impiego di 

questi  anticorpi  come sostituti  di  HGF nella  cardioprotezione  da  apoptosi.  Le 

molecole anticorpali presentano notevoli vantaggi di  impiego rispetto ad HGF. 

Sono reagenti facili da ottenere in grandi quantità, relativamente poco costosi e 

sono molecole molto più stabili del ligando naturale  HGF. Inoltre oggi con le 

sempre più avanzate tecniche di biologia molecolare possono essere facilmente 

ingegnerizzati  per  applicazioni  più  mirate  (ad  esempio:  forma  monovalente 

inibitoria verso forma bivalente attivatoria).

Materiali e metodi

Colture cellulari e reagenti
H9c2 è una linea cellulare stabile di cardiomioblasti isolati da embrioni di ratto; 

queste cellule sono coltivate in terreno DMEM con 10% FBS.

Vengono utilizzati gli anticorpi monoclonali DO-24 e NO-23, precedentemente 

prodotti  nel  laboratorio,  specifici  per  due  epitopi  diversi  del  dominio 

extracellulare  del  recettore  Met,  che  cross-reagiscono  attraverso  le  specie. 

L’anticorpo  di  controllo  AR-3  è  specifico  per  una  mucina  espressa 

prevalentemente da cellule trasformate. Questi anticorpi monoclonali sono usati 

come agonisti del recettore Met nei saggi biologici allestiti. Inoltre sono utilizzati 

i  seguenti anticorpi commerciali per l’analisi in Western blot: anti-Met, (Santa 

Cruz), anti-PY (UBI), anti  P-Akt,  anti  P-ERK1/2 e anticorpi proteina specifici 

(Cell Signaling).
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Negli studi di cardioprotezione si utilizza come fattore apoptotico doxorubicina, 

gentilmente donataci dalla Farmacia dell’Azienda Ospedaliera “Maggiore della 

Carità”  di  Novara.  In  tutti  gli  esperimenti  effettuati  viene  utilizzato  HGF 

ricombinante (Peprotech).

Immunoprecipitazione e analisi in Western blot
Per valutare la capacità degli anticorpi DO-24 e NO-23 di attivare il recettore Met 

in  cardiomiociti  di  ratto,  cellule  H9c2,  in  condizioni  di  sub-confluenza,  sono 

stimolate con HGF (50 ng/ml), DO-24, NO-23 o AR-3 (20nM) per 15 minuti e 

quindi lisate in tampone DIM-0,1%TX-100, in presenza di un cocktail di inibitori 

di proteasi e di ortovanadato o in 2% SDS. Gli estratti sono immunoprecipitati 

con  anticorpi  Met  specifici  e  quindi  separati  in  SDS-PAGE. 

L’immunodecorazione viene eseguita con gli anticorpi anti-fosfotirosina e anti-

Met. L’analisi delle vie di trasduzione attivate è condotta su estratti preparati in 

2% SDS bollente e analizzati  in Western diretto con gli  anticorpi anti MAPK 

ERK1/2-P e anti AKT-P e anti proteina specifici, anticorpi anti-Bcl2, caspasi 9, 

Bax e Bad.

Esperimenti di protezione da apoptosi indotta da doxorubicina e 

da deprivazione di siero 
Sulla  base  dei  dati  ottenuti  precedentemente  trattando  cellule  H9c2  con 

doxorubicina,  antraciclina  utilizzata  nella  chemioterapia  tumorale,  in  cui  gli 

agonisti di Met si sono dimostrati fattori antiapoptotici per cardiomiociti, abbiamo 

voluto  applicare  altri  protocolli  sperimentali  mimanti  situazioni  di 

ischemia/riperfusione  e  infarto  acuto  del  miocardio  in  vivo,  per  valutare  le 

possibili  applicazioni  di  queste  molecole.  Sono  stati  allestiti  esperimenti  di 

induzione di apoptosi mediante trattamento con doxorubicina o deprivazione di 

siero,  seminando  cellule   H9c2  (5x103/campione)  in  piastra  da  96  pozzetti, 

lasciandole crescere per 48 ore.

A  questo  punto  le  cellule  sono  state  trattate  applicando  diversi  protocolli 

sperimentali. 
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Protocollo A: cellule H9c2 sono incubate per 1 ora in presenza di terreno privo di 

siero e 10  µM doxorubicina e successivamente,  viene sostituito il  terreno con 

terreno fresco DMEM 10% FBS, ed incubate per 16 ore in presenza o assenza di 

HGF (50  ng/ml), anticorpi monoclonali (DO-24 o NO-23) o di controllo (AR-3) 

(20 nM). 

Protocollo B: le cellule sono state contemporaneamente trattate con doxorubicina, 

HGF e/o gli  anticorpi  monoclonali  agonisti  o di  controllo.  Seguono 16 ore di 

incubazione come descritto nel protocollo A. 

Protocollo C: le cellule H9c2, sono state incubate per 24 ore in terreno privo di 

siero in presenza o meno di HGF (50 ng/ml), anticorpi monoclonali (DO-24 o 

NO-23) o di controllo (AR-3) (20 nM). In tutti gli esperimenti descritti l’azione 

cardioprotettrice dei fattori di interesse è stata valutata mediante saggi di vitalità 

cellulare, incubando le cellule con una soluzione di MTT (sali di tetrazolio) per 3 

ore. Al termine dell’incubazione il terreno è stato eliminato e le cellule, presenti 

in piastra sono state solubilizzate in DMSO e analizzate allo spettrofotometro (λ = 

570 nm). Il valore di assorbanza ottenuto è proporzionale alla quantità di cellule 

vitali presenti nella coltura. E’ stata eseguita analisi statistica su dati ottenuti da 

tre esperimenti indipendenti, applicando il test t-Student (n=3, p<0.05).

Analisi del ciclo cellulare
Per studiare più dettagliatamente le modalità di perdita di cardiomiociti in seguito 

a  danno  ossidativo  è  possibile  analizzare  il  ciclo  cellulare  di  cellule 

opportunamente trattate. A tal fine cellule H9c2, seminate in piastre a sei pozzetti, 

sono state incubate in terreno privo di siero, in presenza o assenza di HGF (50 

ng/ml), anticorpi monoclonali anti-Met (DO-24 o NO-23) o di controllo (AR-3) 

(20 nM), per 24 ore in presenza di 5% CO2 a 37°C. Allo scadere dell’incubazione 

le  cellule  sono  state  staccate  con  una  soluzione  di  tripsina  ed  EDTA,  e  la 

sospensione cellulare ottenuta è stata centrifugata insieme ai surnatanti di coltura 

a 3000 rpm per 10 minuti alla temperatura di 4°C, così  da sedimentare sia le 

cellule che i corpi apoptotici presenti nel mezzo colturale. Le cellule sono state 

quindi fissate con Etanolo al 76% freddo, aggiunto goccia a goccia, in modo tale 

da fissare le cellule senza danneggiarle, e si è incubato per 18 ore a – 20°C. Il 
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giorno seguente i campioni sono stati centrifugati a 3000 rpm per 10 minuti a 4 °C 

per eliminare tutto l’etanolo,  e risospesi  in tampone (3.4 mM tri-sodio-citrato, 

0.65  mM  NaCl,  0.003%  Nonidet  P40,  25  µg/ml  propidio  ioduro,  10  µg/ml 

RNAsi) per la marcatura con propidio ioduro, sostanza intercalante il DNA, in 

grado  di  emettere  fluorescenza  se  eccitata  all’opportuna  lunghezza  d’onda. 

L’intensità di fluorescenza è proporzionale alla quantità di DNA presente in quel 

momento nel nucleo cellulare, in tal modo è possibile identificare cellule nelle 

diverse fasi del ciclo: fase G1, DNA pari a 2n; fase S, DNA compreso tra 2n e 4n; 

fase G2/M, DNA pari a 4n. Una caratteristica del solo processo di apoptosi, e non 

della necrosi, è la condensazione del nucleo e la frammentazione della cromatina. 

Le molecole di propidio ioduro in questo caso si intercalano a piccoli frammenti 

di DNA e la fluorescenza emessa risulta inferiore a quella emessa da cellule in 

fase G1. Per questa ragione le cellule apoptotiche vengono dette cellule in fase 

sub-G1 e sono facilmente distinguibili da cellule vitali in ciclo. 

Saggio dell’attività di caspasi 9
Al fine di valutare la cinetica di  attivazione di caspasi  9 in cellule  H9c2, 106 

cellule sono state seminate in piastra da 96 pozzetti e incubate in terreno privo di 

siero per tempi di 3,6,9,16 e 24 ore. Stabilito il tempo di induzione di apoptosi per 

osservare  il  massimo  di  attivazione  enzimatica,  è  stata  valuatata  l’azione  dei 

MAbs sulla caspasi 9 incubando cellule H9c2 per 6 ore in presenza di HGF (50 

ng/ml), Mab DO-24, NO-23 o AR-3 (20 nM), in terreno privo di siero. L’attività 

enzimatica  della  caspasi  9  viene  valutata  mediante  saggio  colorimetrico 

(APOPCYTOTM Caspase-9 Colorimetric Assay kit, MBL) .

I dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti sono stati analizzati applicando il 

test t-Student (n=3, p<0.05)

Saggi di proliferazione cellulare
Per verificare la capacità degli anticorpi di interesse di indurre proliferazione in 

cardiomioblasti di ratto, 2.5 x 103 cellule H9c2 sono state seminate in piastra da 

96 e lasciate crescere per 6, 48 e 96 ore in presenza di HGF (50 ng/ml), MAbs 

agonisti o di controllo (20 nM). I fattori freschi sono stati aggiunti ogni 48 ore. 
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Allo scadere dei diversi tempi di crescita, le cellule sono state lavate con PBS, 

fissate con 11% glutaraldeide per 20 minuti, colorate con cristal violetto ed infine 

solubilizzate con Dimetil-sulfossido (DMSO). La colorazione liberata è stata letta 

allo  spettrofotometro  alla  lunghezza  d’onda  di  560  nm.  Le  assorbanze  sono 

direttamente proporzionali al numero di cellule presenti in piastra. I dati ottenuti 

da tre esperimenti indipendenti sono stati analizzati applicando il test t-Student 

(n=3, p<0.05)

Saggi di motilità cellulare (wound healing)
Per  valutare  la  capacità  degli  anticorpi  DO-24 e  NO-23 di  stimolare  risposta 

motoria in cellule di cuore H9c2, vengono seminate 1,5x104  cellule/pozzetto di 

piastra da 24 e lasciate crescere fino alla confluenza ottimale di circa l’80%. Su 

monostrato sub-confluente di H9c2 quiescenti viene quindi praticata un’incisione 

con puntale sterile, per eliminare le cellule staccatesi durante l’incisione la coltura 

viene lavata 2 volte con PBS. Si aggiunge quindi una soluzione di terreno al 2% 

siero, addizionato di 25 mM Hepes, pH 7,4 e HGF (50 ng/ml), Mabs agonisti o di 

controllo (20 nM) e si lascia incubare per 48 ore. Successivamente il terreno viene 

aspirato,  le  cellule  lavate  con PBS e fissate  con glutaraldeide all’11% per  20 

minuti.  Infine si colorano con soluzione di cristal violetto e le immagini delle 

cellule vengono acquisite con macchina fotografica digitale.  

HGF/Met nel Sarcoma di Kaposi

Il  Sarcoma di  Kaposi  è la  più frequente forma tumorale  in  pazienti  affetti  da 

AIDS,  esso  è  caratterizzato  dalla  presenza  di  cellule  fusate  (“spindle  cells”) 

altamente  proliferanti,  infiltrazioni  di  cellule  infiammatorie,  processi 
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angiogenetici, edema ed invasività. Molteplici fattori patogenetici sono coinvolti 

nell’origine e sviluppo di questa patologia. In particolare  alcuni fattori di crescita 

quali HGF e VEGF, ed i loro rispettivi recettori tirosina chinatici, Met e KDR, 

sembrano avere un ruolo importante nella progressione del sarcoma. 

In letteratura è documentato che linee stabili isolate da lesioni di Kaposi, quali la 

linea  KS-IMM,  esprimono  un  recettore  Met  funzionale,  che  in  seguito  a 

stimolazione con HGF è in grado di evocare in queste cellule risposte biologiche 

di tipo motorio, proliferativo, invasivo (Montaldo et al., 2000). In questo lavoro si 

sono volute investigare le vie di trasduzione attivate dal sistema HGF/Met nelle 

cellule  KS-IMM,  e  a  tal  fine  sono  stati  utilizzate  molecole  di  anticorpi 

monoclonali,  già  dimostrati  essere  agonisti  totali  e  parziali  del  recettore. 

L’agonista totale di Met mima tutte le risposte biologiche e biochimiche indotte 

dall’interazione  HGF/Met.  Esso  è  in  grado  di  evocare  un’ampia  gamma  di 

risposte biologiche, mentre l’anticopro monoclonale agonista parziale, induce solo 

risposte  motorie,  osservate  in  esperimenti  di  rimarginazione  di  ferita  (wound 

healing). Queste diverse proprietà biologiche e biochimiche, sono da imputarsi 

alla  capacità  dell’anticorpo  monoclonale  agonista  totale  di  indurre  una 

fosforilazione e attivazione del recettore e della cascata delle MAPK per tempi 

prolungati,  rispetto  all’agonista  parziale.  Poiché  gli  effettori  Gab1,  JNK,  PI3-

kinase sono attivati con la stessa intensità e cinetica da HGF e dai due anticorpi 

monoclonali,  si  può  concludere  che  i  livelli  e  la  durata  dell’attivazione  della 

cascata  delle  MAPK  mediata  dal  recettore  Met  siano  fondamentali  per  la 

stimolazione  di  riposte  mitogene  ed  invasive  HGF  dipendenti  in  cellule  del 

sarcoma di Kaposi.

(Per la parte sperimentale si allega articolo originale).
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Discussione

Attualmente la ricerca cardiovascolare dimostra sempre più attenzione al ruolo 

che fattori di crescita hanno nei processi di rigenerazione tissutale del miocardio 

in seguito ad eventi ischemici e di infarto acuto del miocardio (Morishita et al., 
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1998), ma non solo anche del ruolo che essi svolgono nell’attivazione piastrinica 

e nei processi di differenziamento di cellule staminali mesenchimali e cardiache 

(Selheim et al., 2002; Grabarek et al., 1994; Vassbotn et al., 1994; Herzog et al., 

2003; Bianchi et al., 2001). 

Gli studi condotti su piastrine, MSC (mesenchymal stem cells) e cardiomiociti 

durante il  corso di dottorato, hanno messo in luce il  ruolo che HGF ed il suo 

recettore  Met  hanno  nel  panorama  della  fisiologia  e  della  patologia 

cardiovascolare.  Non  solo  HGF  è  importante  nella  protezione  da  apoptosi  di 

cardiomiociti  e  nel  ripristino  del  tessuto  danneggiato  in  seguito  ad  ischemia 

(Nakamura et  al.,  2000;  Duan et  al.,  2003),  ma esso ha un ruolo anche nella 

modulazione dell’attività piastrinica mediata da agonisti noti, quali la trombina, e 

nel transdifferenziamento delle MSC in senso cardiomiogenico (Pietrapiana et al., 

2005; Forte et al., 2006).

Lo  studio  condotto  sulle  piastrine,  in  collaborazione  con  il  laboratorio  di 

Biochimica, del Dipartimento di Scienze Mediche, ha documentato per la prima 

volta che il recettore Met è espresso sulla membrana piastrinica, e che HGF agisce 

sull’attività  piastrinica  come  modulatore  negativo  dello  stimolo  trombinico. 

L’attività di HGF è assai simile a quella documentata per il fattore PDGF, il quale 

agisce come modulatore negativo dell’attivazione piastrinica indotta da agonisti 

quali la trombina (Vassbotn et al., 1994). Il solo stimolo di HGF come del PDGF 

non è in grado di evocare alcuna risposta biologica nelle piastrine. In particolare 

HGF si è dimostrato un modulatore negativo dell’aggregazione piastrinica indotta 

dalla  trombina.  HGF agisce in maniera dose-dipendente e  transiente.  L’effetto 

massimo di inibizione è osservato a 30 secondi di stimolazione delle piastrine; 

prolungando  oltre  i  30  secondi  i  tempi  di  trattamento  con  HGF  e  poi 

somministrando  trombina,  si  osserva  infatti  una  progressiva  diminuzione 

dell’effetto  inibitorio fino alla  completa  sparizione.  Le concentrazioni  di  HGF 

ottimali  sono  nell’ordine  del  picomolare  (10-10-10-12  g/ml),  concentrazioni 

fisiologiche  che  dimostrano  che  l’effetto  di  HGF  nelle  piastrine  è  mediato 

dall’espressione del recettore ad alta affinità Met, funzionalmente attivo. 

E’ noto che le dosi ottimali  di  HGF in sistemi cellulari  di  tipo epiteliale,  che 

notoriamente esprimono il recettore e che sono riconosciuti bersagli dell’attività 
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della citochina sono intorno a quelle picomolari (Naldini et al., 1991). Rimane 

ancora da definire  come HGF inibisce lo  stimolo della  trombina;  si  può però 

ipotizzare  una  possibile  via  di  azione  di  HGF.  L’attivazione  delle  piastrine 

avviene  attraverso  la  modificazione  strutturale  dell’integrina,  recettore  del 

fibrinogeno,  αIIbβ3, nota anche come GPIIb/IIIa, che in seguito a stimolo di un 

agonista come la trombina,   passa da una forma di membrana inattiva ad una 

forma attiva in grado di trasdurre un segnale pro-attivatorio. L’attivazione della 

GPIIb/IIIa media l’aggregazione irreversibile delle piastrine.

In  piastrine  stimolate  con  HGF si  osserva  una  inibizione  della  modificazione 

strutturale  dell’integrina  nella  forma  attiva  indotta  dall’azione  della  trombina 

(Pietrapiana  et  al.,  2005).  Ulteriori  indagini  potrebbero  individuare  le  vie 

trasduzionali coinvolte nell’azione di HGF, permettendo di individuare possibili 

bersagli terapeutici in pazienti ad alto rischio trombotico o in pazienti colpiti da 

eventi di questo tipo. 

Gli studi condotti in collaborazione con il laboratorio di Cardiologia Cellulare e 

Molecolare,  Università  di  Tor  Vergata  di  Roma,  su  cellule  staminali 

mesenchimali di topo, hanno dimostrato che sia Met che HGF sono espressi in 

queste cellule seppur a bassi livelli, e che la loro espressione è aumentata dalla 

stimolazione con HGF esogeno. HGF inoltre è in grado di fosforilare il recettore e 

ciò  attiva  un  serie  di  vie  trasduzionali  che  coinvolgono  le  proteine  MAPK 

ERK1/2 e  p38 e  la  proteina AKT. Saggi  in  vitro  di  “Wound Healing” hanno 

rilevato  l’azione  motogenica  di  HGF  su  cellule  MSC,  suggerendo  che  le 

aumentate concentrazioni sistemiche di HGF in seguito a danno cardiaco, possano 

agire  da  fattori  chemotattici  per  queste  cellule  verso  il  cuore.  Gli  studi  in 

microscopia confocale, inoltre, hanno messo in evidenza l’azione differenziativa 

in senso cardiomiogenico di HGF su MSC, mediante blocco della proliferazione e 

induzione dell’espressione di specifici marcatori cardiaci quali MHCα. 

Gli studi condotti  su linee stabili di cardiomiociti, dimostrano che gli anticorpi 

monoclonali agonisti di Met, DO-24 e NO-23, sono in grado di inibire l’azione 

apoptotica della  doxorubicina,  in modo simile ad HGF. Questo ci  permette di 

suggerire la possibilità di utilizzare queste molecole come sostituti di HGF nella 

cardioprotezione da apoptosi. 

70



I  dati  ottenuti  dai  nostri  studi  sul  ruolo  della  coppia  HGF/Met,  nel  sistema 

cardiovascolare,  ci  permettono quindi di  considerare HGF e Met  due possibili 

elementi  chiave  nello  sviluppo  futuro  di  eventuali  studi  per  il  disegno  e 

l’applicazione terapeutica nel campo cardiovascolare.

L’interazione HGF/Met è nota per essere un elemento importante nello sviluppo e 

nella progressione del sarcoma di Kaposi (Montaldo et al., 2000), tuttavia poco si 

conosceva sulle modalità di  azione di HGF e quali  vie di  traduzione vengono 

attivate dal recettore Met, espresso in modo ectopica in un modello cellulare di 

tipo mesenchimale come quello rappresentato dalle cellule di sarcoma di Kaposi. 

Per studiare il ruolo che il sistema HGF/Met svolge nella patologia del sarcoma di 

Kaposi abbiamo indagato quali vie trasduzionali sono attivate da HGF e con quali 

modalità. Sono state utilizzate a tal fine due molecole anticorpali con proprietà di 

agonista  totale  e  parziale  del  recettore,  il  mAb  DO-24  e  il  mAb  DN-30 

rispettivamente. Questo ha permesso di dissociare le risposte motogene da quelle 

proliferative  ed  invasive  evocate  da  HGF  in  vivo.  In  particolare  l’anticorpo 

agonista totale DO-24 è in grado di attivare tutte le risposte biologiche indotte da 

HGF.  Infatti  si  osserva  una  sovrapposizione  delle  attività  di  HGF  e  DO-24, 

mentre l’anticorpo DN-30 è in grado di evocare solo risposte di tipo motorio. Non 

solo  le  differenze  sono  qualitative,  ma  sono  state  osservate  delle  differenze 

quantitative, cioè i due anticorpi sono in grado di reclutare molecole uguali, ma 

con cinetiche di attivazione differenti. Entrambi i Mab agonisti sono in grado di 

attivare risposte motorie, ma solo l’anticorpo DO-24 riesce ad evocare risposte 

proliferative ed invasive. In particolare è stata documentata una diversa modalità 

di  attivazione  del  sistema  delle  MAPK:  l’agonista  totale  DO-24  induce 

un’attivazione sostenuta e protratta per lungo tempo delle MAPK ERK1/2, che 

consente l’attivazione di risposte mitogene, mentre l’agonista parziale DN-30 è in 

grado di indurre solo un basso e transiente livello di attivazione delle MAPK, che 

risulta insufficiente per attivare una risposta proliferativa, ma capace di evocare 

risposte motorie (Bardelli et al., 2005). Queste dinamiche di attivazione non erano 

mai state documentate prima in cellule di tipo mesenchimale, mentre sono note in 

sistemi cellulari di tipo epiteliale, bersagli naturali dell’azione di HGF.
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I  due  anticorpi  monoclonali  DO-24  e  DN-30  mostrano  inoltre  capacità  di 

attivazione  del  recettore  quantitativamente  diverse.  Entrambi  sono in  grado di 

indurre dimerizzazione di Met, data la loro struttura bivalente, ma solo l’agonista 

totale riesce mantenere la fosforilazione del recettore per un tempo sufficiente ad 

attivare una risposta completa di Met: proliferazione, motogenesi, morfogenesi e 

crescita invasiva (Prat et al., 1998). 

Gli anticorpi DO-24 e DN-30 legano il recettore Met in due epitopi diversi tra 

loro  e  che  non  coincidono  con  il  sito  di  legame  di  HGF,  non  si  osserva 

competizione  né  cross  reazione  tra  HGF  e  i  due  anticorpi,  anzi  è  possibile 

verificare effetti additivi stimolando con HGF e DO-24 o DN-30. 

Analogamente a quanto osservato nello studio sugli effetti biologici di anticorpi 

agonisti di Met nei cardiomiociti abbiamo osservato anche nel lavoro di indagine 

delle modalità di attivazione delle risposte proliferative ed invasive di HGF in 

cellule  di  Kaposi  (KS-IMM) che  solo  l’anticorpo  DO-24,  agonista  totale  è  in 

grado di attivare  tutte le vie  biochimiche e mimare completamente le risposte 

biologiche evocate dal ligando naturale HGF, mentre l’anticorpo agonista parziale 

DN-30, riesce solo a stimolare risposte di tipo motorio, attivando vie trasduzionali 

diverse e con modalità diverse.

In  conclusione  possiamo  affermare  che  l’impiego  di  anticorpi  monoclonali 

agonisti del recettore Met sono assai vantaggiosi sia in ambito terapeutico, che di 

ricerca. La molecola di HGF infatti è una molecola complessa, che va incontro a 

taglio proteolitico per acquisire attività biologica, è abbastanza instabile e in vivo 

può  essere  sequestrata  da  molecole  di  proteoglicani  esposti  sulla  superficie 

cellulare  o  presenti  nella  matrice  extracellulare,  sottraendola  quindi  al  tessuto 

bersaglio  e  rendendo  meno  efficace  la  somministrazione  di  HGF  a  scopi 

terapeutici.  Le  molecole  anticorpali  invece  presentano  notevoli  vantaggi  di 

impiego.  Innanzi  tutto  sono  reagenti  facili  da  ottenere  in  grandi  quantità, 

relativamente poco costosi e sono molecole molto più stabili del ligando naturale 

HGF.  Attualmente  inoltre  le  tecniche di  biologia  molecolare  sono sempre  più 

avanzate e possono essere facilmente utilizzate per riformattare le molecole di 

anticorpi  per  migliorarne  e  ampliarne  le  possibili  applicazioni  sia  in  ambito 

clinico,  umanizzazione  degli  anticorpi  per  facilitarne  l’impiego  terapeutico, 
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riducendo effetti collaterali quali HAMA; sia in ambito di ricerca, per ottenere 

strumenti  di  indagine  sempre  più  maneggevoli  ed  efficaci,  anticorpi  “single 

chain” utilizzabili come inibitori dell’attivazione recettoriale. Per concludere la 

possibilità  di  disporre  di  anticorpi  parziali  agonisti  di  Met,  permetterebbe  di 

attivare  selettivamente  solo  alcune  risposte  biologiche  tra  le  tante  evocate  da 

HGF, consentendo di  “sfruttare” effetti  importanti  stimolati  dall’interazione  di 

HGF/Met  e  non  altri.  Ad  esempio  in  clinica  la  possibilità  di  utilizzare   una 

molecola sostituta di HGF, capace di attivare solo risposte anti-apoptotiche Met-

mediate  in  cellule  cardiache,  ma  non  risposte  proliferative  e/o  motorie  o  di 

crescita invasiva. potrebbe rivelarsi di grande rilevanza nel trattamento di pazienti 

oncologici sottoposti a terapia con antracicline (doxorubicina), di cui sono noti gli 

effetti collaterali sul cuore, permettendo un miglioramento della qualità di vita del 

paziente stesso e riducendo gli eventuali rischi connessi alla somministrazione di 

una citochina nota per il ruolo svolto anche nella progressione tumorale.
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