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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 I’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 ¢ 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, ¢ una proteina eterodimerica costituita da
una sub-unita 0 e da una sub-unita (B 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-unita a ha un peso di circa 60 kDa, all’estremita 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-unita B, del peso di 32-36 kDa, presenta un’elevata omologia con il
dominio catalitico delle serina-proteasi; HGF tuttavia non presenta attivita
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.,



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-unitd si originano dal taglio proteolitico di un precursore
monocatenario di 92 kDa, secreto da cellule di origine mesenchimale. Il pro-HGF
¢ un molecola biologicamente inattiva, non ¢ in grado di sollecitare risposte
biologiche nelle cellule bersaglio, esso ¢ 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 ¢ 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 ¢ 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 D’attivazione avviene in situazioni non traumatiche o lesive, ma
avrebbe funzione di regolazione dell’entita di attivazione extracellulare di pro-

HGF (Naldini et al., 1992).



Il recettore per HGF: Met

Il recettore tirosin chinasico Met € una proteina di circa 190 kDa, costituita da due
catene O e [3, 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 ¢ costituito da tre dominii topografici:

a) la regione extracellulare, formata da entrambe le sub-unita, in cui si trova il sito
di legame con lo specifico ligando HGF;

b) il dominio transmembrana, che ancora la proteina alla membrana cellulare, ¢
costituito dalla sola catena [3, ed ¢ formato da residui aminoacidici apolari
organizzati in 0—elica;

c) il dominio citoplasmatico della catena beta, costituito da una regione
iuxtamembrana, coinvolta nei meccanismi di regolazione dell’attivita 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 Y'#* ¢ Y'* 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 (Y'** e Y'*°) 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 ¢ caratteristico della sua
sottofamiglia poiché alla stessa sequenza aminoacidica ¢ in grado di legare piu
molecole trasduttrici (Furge et al., 2000; Weidner et al., 1995; Ponzetto et al.,
1994).

Il recettore Met ¢ 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). 1l 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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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 Gabl,
PI3 kinase, PLC vy, 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 ¢ necessaria per evocare risposte di tipo motorio € morfogenico,
nonché di protezione da apoptosi (Xiao et al., 2000; Ridley et al., 1995). Il
sistema Ras, attivato dal reclutamento del complesso Grb2- SOS, ¢

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




1996). Studi in vitro hanno dimostrato come 1’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 cio si
verifica sono: differenze di affinita 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 affinita siano reclutati, e quindi solo
alcune vie di traduzione vengano attivate. Quando il livello di fosforilazione del
recettore aumenta, cio¢ quando il numero di recettori attivati ¢ elevato, si possono
formare complessi anche con effettori a bassa affinita per il recettore. In questo
modo vie trasduzionali addizionali possono aggiungersi e imporsi su quelle gia

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 ’espressione di HGF. L’espressione



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 ¢ 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 I’interleuchina-1 e 6, le prostaglandine E, coinvolte nei processi
inflammatori 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 I’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 ¢ 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 ¢ regolato, risulta essere anche il meccanismo alla
base del potenziale oncogenico e metastatico di Met e HGF. In condizioni
fisiologiche questo processo ¢ 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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11 sistema HGF/Met nel sistema cardiovascolare:
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fisiologia e patologia

Di grande importanza e attualitd sono le malattie cardiovascolari che oggi sono
una tra le principali cause di morte nel mondo. Il fattore scatenante di queste
patologie ¢ I’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, I’encefalo, I’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, 1’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
puo 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 ¢ 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 ¢
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 ¢ caratterizzato da eventi di condensazione cellulare e
nucleare, con formazione di corpi apoptotici che rapidamente vengono fagocitati

da cellule adiacenti. A differenza della necrosi 1’apoptosi ¢ un meccanismo
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finemente regolato che richiede energia, per questo ¢ definito meccanismo di
“morte cellulare programmata e attiva” (vedi review Krijnen et al., 2002).

Per queste caratteristiche 1’apoptosi ha un ruolo chiave in eventi fondamentali per
la vita stessa, quali lo sviluppo embrionale, I’omeostasi, il rimodellamento, la
sopravvivenza e le difese dei tessuti adulti (vedi review Crow et al., 2004).

In particolare 1’apoptosi ¢ mediata da due diverse vie di attivazione note come via
estrinseca e via intrinseca. La prima v iene mediata dai cosi detti “death
receptors”, Fas e TNF-aR, attraverso I’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 funzionalita dell’organello, il rilascio di proteine apoptogeniche, e
’attivazione delle caspasi (vedi review Crow et al., 2004).

L’alterazione della regolazione dell’apoptosi, risultante o in un scarsa attivita
apoptotica, o in un eccesso di morte cellulare, sono alla base di diverse patologie
umane. Ad esempio una scarsa attivita apoptotica puod favorire e contribuire ai
processi di carcinogenesi, mentre un’accessiva perdita di cellule per apoptosi ¢
causa di numerose malattie degenerative e potrebbe essere alla base della
patogenesi di malattie e alterazioni della funzionalita cardiaca in seguito a eventi
di collasso, infarto del miocardio, attacco cardiaco. In particolare ¢ 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 €
analizzato il ruolo di fattori di crescita nel miocardio come IGF-I, VEGF ed HGF.
In particolare attualmente sempre piu attenzione viene riservata al fattore di

crescita HGF nelle patologie cardiovascolari (Morishita et al., 1998), poich¢ 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 1 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 1 macrofagi circolanti, mentre i
cardiomiociti e I’endotelio capillare sono fortemente positivi per I’espressione di
Met (Ueda et al., 2001; Ono et al., 1997).

HGF si ¢ 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 '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 ¢ 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 possibilita di
terapia cellulare. Poiché le cellule staminali cardiache sono molto poche, si sta

studiando la possibilita 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 plasticita di queste cellule ¢ 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 ¢
I’identificazione di fattori di crescita che selettivamente possano promuovere
proliferazione, migrazione e differenziamento di cellule staminali adulte per
aprire sempre piu ad un’eventualita 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 1’inoculo di cellule staminali mesenchimali,
iperesprimenti HGF, nel sito di danno, permettevano un miglior attecchimento
delle cellule trapiantate e aumentavano la capacita di rigenerazione dell’area
danneggiata, delle abilita nel ripristino delle funzionalita 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 capacita transdiffereziative di queste cellule in senso
cardiomiocitario, incrementandone anche le capacita rigenerative e conferendone

capacita 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
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trasduzionali. Le piastrine possono aderire alla parete dei vasi in seguto 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 1’adesione delle piastrine alla parete dei vasi
sono promossi da interazioni ad alta affinita 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 1 recettori GP VI e GP la/llb, mentre il legame al
fattore di vonWillebrand ¢ 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(Ilb)beta3 (GPIIb/Illa) che
determina la formazione del trombo piastrinico vero e proprio (vedi le review
Steinhubl and Moliterno, 2005; Freedman, 2005).

Attualmente in letteratura ¢ 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 funzionalita 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 ¢ 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 ¢ stato ampiamente studiato ed ¢ attualmente condiviso e accettato. In
generale possiamo distinguere meccanismi di attivazione del recettore ligando-
indipendenti e meccanismi ligando-dipendenti. Piu dettagliatamente si
distinguono meccanismi quali:

1. riarrangiamento genico

2. iperespressione del recettore

3. mutazioni puntiformi di tipo germinale ¢ somatico

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

circuiti autocrini

L’attivita oncogenica di Met ¢ 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 ¢ 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 attivita di Met ¢
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, ¢ stata
documentata un’iperespressione di Met, causata da eventi di amplificazione
genica o di deregolazione dell’attivita trascrizionale o dei meccanismi post-
traduzionali. Un aumento della espressione di Met sulla superficie cellulare
sembra favorire eventi di dimerizzazione tra due o piu molecole di recettore,

permettendone I’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 ¢ I’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) € un sarcoma multiplo emorragico: 1’eziologia della
neoplasia non ¢ 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 attivita mitotica,
cellule sanguigne con capacita di extravasione e formazione e crescita di cellule di
forma fusata (“spindle cells”) dette anche cellule del Sarcoma di Kaposi (KSC),
considerate 1 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 puo 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 ¢ particolarmente diffusa tra soggetti maschi sia
omosessuali che eterosessuali. Tra le donne inoltre I’incidenza di KS ¢ maggiore
in soggetti con partner bisessuali piuttosto che eterosessuali. Queste evidenze
unitamente all’osservazione che il rischio di Sarcoma di Kaposi ¢ piu 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 1’azione del fattore
virale nell’eziologia del sarcoma. L’ infezione da HHV-8 ¢ piu 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
inflammatoria 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 inflammatorie come TNF-a, y-IFN, IL-1[3 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
piu 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
inflammatorie 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 piu 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
etal., 2001).

Numerose evidenze sperimentali hanno dimostrato I’importanza del sistema
HGF/Met nella patogenesi del Sarcoma di Kaposi. Cellule isolate dalle lesioni,
cosi 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 1’attivazione trascrizionale di HGF in cellule di origine
endoteliale che normalmente non sono programmate a farlo. Un fenomeno
analogo ¢ stato osservato in linee cellulari di una particolare forma di mieloma,
PEL. Queste cellule risultano positive alla presenza del genoma di HHV-§,
I’espressione di geni precoci di HHV-8 determina 1’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 invasivita (Montaldo et al., 2000).
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Anticorpi
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Gli anticorpi (Ab) sono le molecole effettrici dell’immunitd umorale, vengono
anche chiamati immunoglobuline (Ig) per distinguerli dalle altre proteine presenti
nella frazione y-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 ¢ costituito da circa
110 aminoacidi (dominio “Ig-like”).

I primi 110 aminoacidi all’estremita N-terminale delle catene pesanti e delle
catene leggere sono molto variabili in anticorpi con diversa specificita antigenica
e costituiscono le regioni variabili, che concorrono a formare il sito anticorpale
responsabile dell’interazione con I’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 complementarieta) che di fatto costituiscono il sito combinatorio
specifico per I’antigene.

Gli anticorpi sono utilizzati nella ricerca, nell’industria e in campo medico, come
agenti diagnostici e terapeutici, e le loro potenzialita sono aumentate con
I’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 1’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 piu 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 ¢ 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 1’elevata domanda di mAbs nell’ambito della ricerca ha fatto emergere
I’esigenza di un nuovo sistema di produzione che riducesse 1’'uso di animali e
facilitasse il processo di estrazione e purificazione. Nel laboratorio di Istologia ¢
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 I’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 I’altro serbatoio, fa si che
esse possano crescere ad alte concentrazioni e quindi produrre anticorpi in elevate
quantita.

Questi anticorpi presentano perd dei limiti: ¢ infatti possibile utilizzarli solo in
vitro, in quanto un loro utilizzo terapeutico nell’'nomo scatena una risposta
immunitaria, essendo I’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 specificita antigenica, determinata
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dalla regione variabile, ¢ di origine murina, mentre 1’isotipo, determinato dalla
regione costante, deriva dall’'uomo. Inoltre, attraverso la fusione con altre
proteine, ¢ possibile dotare le immunoglobuline di nuove proprieta: la fusione tra
Fab ed enzimi puo 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 gia utilizzati con successo nella terapia tumorale (Mellstedt et al.,
2003). Tra i tanti si puo ricordare il Trastuzumab (Herceptin™), specifico per il
recettore Herb-B2. L’anticorpo Trastuzumab, agendo probabilmente come
antagonista di questa tirosina chinasi recettoriale, ne blocca 1’internalizzazione,
impedendo I’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 ¢ 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 3 del recettore. Ogni anticorpo riconosce inoltre domini
diversi, infatti € 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 ¢ un agonista completo del recettore, in grado di

indurre tutti gli effetti di HGF, quali motilita, proliferazione, sopravvivenza,
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invasivita, morfogenesi e angiogenesi (Prat et al., 1998). Questo anticorpo ¢ stato
anche utilizzato per studiare in immunoistochimica il profilo di espressione del
recettore Met nei tessuti normali e neoplastici.

L’anticorpo DN-30 invece ¢ stato identificato come agonista parziale di Met, sia
in sistemi cellulari epiteliali che di origine mesenchimale, esso ¢ 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 I’anticorpo monoclonale NO-23, ¢ attualmente in fase di validazione, ma si

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

L’anticorpo monoclonale AR-3

L’anticorpo monoclonale AR-3 ¢ stato utilizzato come controllo negativo nello
studi degli effetti biologici di mAb agonisti di Met in cardiomiociti. Esso ¢ 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 capacita 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 ¢ stato denominato CAR-3 (Prat et al., 1985). Questo epitopo ¢
espresso su di una mucina presente alla superficie cellulare, che viene anche
rilasciata nei liquidi biologici e nel surnatante di coltura ed ¢ 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 ¢ 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;

il sistema delle cellule staminali, per capire se ¢ come HGF/Met fossero
espressi e il loro ruolo nei processi di differenziazione;

il sistema cardiomiociti, per valutare la possibile applicazione terapeutica
di molecole anticorpali specifiche per Met, in sostituzione di HGEF,
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 piu stabili;

possibilita 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 ¢ 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 ¢
stata documentata 1’espressione del recettore Met sulla superficie piastrinica, in
seguito ¢ stata studiata I’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 [’attivita piastrinica indotta da
trombina in maniera tempo e dose dipendente, agendo attraverso 1’inibizione
dell’attivazione dell’integrina Oy,[3;.

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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Abstract Circulating HGF is significantly increased in a num-
ber of thrombus-associated disorders. Since platelets play a piv-
lotal role in thrombogenesis, the ability of HGT to interact with
human platelets was investigated. This paper shows for the first
time that human platelets express HGF receptor, the tyrosine ki-
nase encoded by ¢-MET gene. At physiological concentrations
HGF was found to inhibit both glycoprotein ap,,fs activation
and thrombin-dependent platelet aggregation in a dose- and
time-dependent manner. These results suggest that circulating
HGF may counteract thrombogenesis by negatively modulating
platelet functions.

(@ 2005 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of
European Biochemical Societies.
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1. Introduction

The hepatocyte growth factor (HGF) is a pleiotropic cyto-
kine, which elicits multiple biological responses, namely motility,
proliferation, morphogenesis and survival in a cell type-depen-
dent fashion. These phenomena are essential in physiological
processes, such as organ formation during embryogenesis
and fissue homeostasis in adults; however, when nappropri-
ately activated, they may contribute to tumour development
and metastasis [1,2]. HGF shares several structural features
with proteins of the blood coagulation cascade: the presence
of characteristic “‘kringle” domains, a zymogen activation site
and a C-terminal serine protease-like domain. HGF is secreted
by cell of mesenchymal origin as an inactive single chain pre-
cursor (pro-HGF) and in this form is found in serum and in
the extracellular matrix of several tissues, where it is stored
bound to proteoglycans [3]. Upon tissue injury, upregulation
of specific convertases induces a local burst of active HGF that
limits cell damage and promotes tissue regeneration [4].

HGF receptor (HGF-R) is the MET protooncogene en-
coded transmembrane tyrosine kinase [5,6] and is predomi-
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Abbreviations: HGF, hepatocyte growth factor; PDGF, platelet-deri-

ved growth factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; SCF,
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nantly expressed in epithelial and endothelial cells [7.8]. Its
activity is dependent on the transphosphorylation of its kinase
domain and of a multifunctional docking site [%], which causes
the concomitant activation of multiple signal transduction
pathways that account for the complex biological responses
elicited by HGF [1,2].

Much evidence suggests that the HGF/Met receptor couple
is involved in the homeostasis of the cardiovascular system:
(1) they play an important role in the early cardiac develop-
ment, when they are transiently expressed [10], (ii) endogenous
and exogenous HGF have a cardioprotective activity in exper-
imental myocardial infarction [11], (1ii)) HGF is a potent angio-
genic factor [12]. Moreover, HGF levels in the plasma of
patients with acute myocardial infarction [13] or arterial
thrombosis [14] are significantly and precociously increased
and a correlation between the increase in circulating HGF
and hypertension [15] and atherosclerosis [16] has been re-
ported. The key role played by platelets in the formation of
atheromatose plaques and thrombi i1s established [14,16].
Although HGF was originally purified from human platelets
[17] and growing evidence suggest the involvement of HGF
in thrombaotic events, the expression of Met on the platelet sur-
face and the effects of HGF on platelet function have not yet
been investigated. All the above has prompted us to investigate
the possible role of HGF/Met in platelet function.

Here we show that platelets express the Met receptor at their
surface, and that HGF can inhibit thrombin-induced platelet
aggregation, downregulating integrin oyy,3; activation.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Recombinant human hepathocyte growth factor (HGF) was from
PeproTech EC (London, UK). The D0-24 monoclonal antibody is
specific for the extracellular domain of the Met receptor [18]. Poly-
clonal FITCconjugated rabbit anti-mouse IgG antibodies were from
DAKO (Glostrup, DK). FITC-conjugated PAC-1 antibody was from
Becton Dickinson (San Jose, CA). Monoclonal antibody against My
(PE10) and thrombin (Thr) from human plasma were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Lows, MO). All other reagents were of analytical
grade.

2.2, Platelet preparation and aggregation studies

Blood was withdrawn from healthy volunteers who had not taken
any drugs for at least two weeks before venipuncture. ACD (130 mM
citric acid, 152 mM sodium citrate, and 112 mM glucose) was used as
anticoagulant. Platelets, obtained by gel-filtration on Sepharose CL-
2B as previously described [19], were used for all experiments. Platelet
samples were preconditioned at 37 °C and incubated with HGF
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(10 %210 " gml) for different times (10-180s) before stimulation
or not with 0.02 U/ml thrombin, under continuous stirring. Platelet
aggregation was monitored for 5 min in a Crono-log aggregometer as
described [19].

2.3, Measurement of Met expression on platelets surface by
fow-cytometry

Aliguots of platelet suspension (10° plateletsml) were fixed with
0.5% paraformaldehyde, washed three times with phosphate buffered
saline (PBS) and incubated for 30 min under constant stirring with
DO-24 or 9E10 (3 pg/ml). After extensive washing, samples were incu-
bated with FITC-conjugated rabbit anti-mouse IgG secondary anti-
bodies (1:50) for further 30 min in the dark. Platelets were diluted
1:20 with PBS and analyzed on a Becton-Dickinson FACScalibur,
acquiring data of 10000 particles per sample.

2.4, Measurement of PAC-1 binding by flow-cytometry

PAC-1 binding to platelets was measured as described by Moro et al.
[19]. Platelets added with 100 pg/ml HGF, 0.02U/ml thrombin,
0.021/ml thrombin 30 s after 100 pg/ml HGF. or buffer were treated
with FITC-labelled PAC-1 antibody (2.5 pg/ml) for 10 min at 37 *C
and then blocked with 0.5% paraformaldehyde. Flow-cytometry anal-
ysis was carnied out as deseribed [19].

2.5, Statistical analysiz

Values are reported as means £ 8. EM. The significance of differ-
ences was determined with the paired t-test. P < 0.05 was considered
significant.

3. Results

3.1 Mer is expressed in lhuman plaieleis

The expression of Met receptor at the cell surface was inves-
tigated on fixed platelets incubated with the DO-24 antibody
specific for the Met extracellular domain [18], followed by
FITC-conjugated anti-mouse-lgG  secondary  antibodies.
Anti-Myc antibody was used as negative control. The fluores-
cence intensity in DO-24 treated cells was 11.3-folds higher
than that measured in control samples (Fig. 1A). The differ-
ence between the mean values of fluorescence intensity mea-
sured in DO-24 and anti-Myc-treated cells (46.3 £ 10.9 and
5.3 £0.2, respectively) was statistically significant (P < 0.01,
n=3) (Fig. 1B). It 1s thus concluded that Met profein is ex-
posed at the platelet surface.

3.2 HGF inhibits thrombin-dependent plateler aggregation and
integrin opli; activation

To evaluate the functionality and the role of Met receptor in
human platelets, we next investigated the effect of its ligand
HGF on platelet aggregation. Physiological doses of HGF
(1o~'° g/ml) did not elicit any detectable aggregation in plate-
lets (Fig. 2). Therefore, we considered the possibility that HGF
could modulate platelet aggregation induced by a physiologi-
cal agonist such as thrombin. Indeed, HGF strongly inhibited
aggregation, when added to platelet suspension 30 s before
thrombin (Fig. 2).

HGF inhibited thrombin-dependent aggregation in a dose-
dependent manner, with maximal inhibition (% of inhibition:
80.0 £28.8) starting from concentrations of 107'° g/ml
(Fig. 3A). Lower concentrations of HGF (107"'-10~"* g/ml)
were still inhibitory (% of inhibition: 18.0% 51 and
6.1 £ 3.3, respectively). These results suggest that HGF affects
thrombin-dependent platelet aggregation acting through a
high affinity membrane receptor.
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Fig. 1. Detection of Met receptor at the platelet surface by flow-
cytometry. (A) Patterns of fluorescence intensity registered i a typical
experiment. (B) Histograms derived from three independent experi-
menis.

We then performed time-course experiments, in which HGF
(107" g/ml) was added to platelet samples for different periods
of time (10-30-180 s) before thrombin stimulation. The effect
of HGF on thrombin-induced platelet aggregation was rapid
and transient, with the peak of inhibition (80%) at 30s
(Fig. 3B). Pretreatment with HGF for 10 s caused a slight de-
crease in platelet aggregation (% of inhibition: 14.9 % 3.1%),
while no inhibition was detected upon HGF preincubation
for 3 min.

Platelet aggregation is dependent on agonist-induced activa-
tion of s integrin, undergoing a conformational change,
which is instrumental for the subsequent fibrinogen binding
[20]. To evaluate a possible involvement of HGF in the oy,
activation pathway, we investigated the activation status of
armfPa integrin by flow-cytometry using the fibrinogen mimetic
FITC-PAC-1 monoclonal antibody. Results from 7 indepen-
dent experiments are reported (Fig. 4). Consistent with its
inability to promote platelet aggregation, HGF alone did not
induce the activation of integrin sy;,[34. Platelets preincubated
for 30 s with 107" g/ml HGF before stimulation with throm-
bin showed a significant decrease in the amount of PAC-1
bound to the cells, when compared with that bound to platelets
stimulated with thrombin alone. The mean values of fluores-
cence intensity detected in thrombin-stimulated platelets were
647 £1.67 in the absence and 3.13 £0.73 in the presence of
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Fig. 2. Inhibition of thrombin-induced platelet aggregation by HGF.
Aggregation traces are from a representative experiment out of the six
performed with platelets obtained from different donors.
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tion of thrombin-induced platelet aggregation by HGF. Light trans-
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with platelets from different donors.
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Fig. 4. Inhibition of thrombin-induced activation of apy s integrin by
HGF. Binding of the FITC labelled fibrinogen mimetic PAC-1
antibody to platelets. Data are means £ S EM. of seven mdependent
experiments performed with platelets from different donors.
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HGF. Therefore these results indicated that HGF caused a
50% reduction of the PAC-1 bound to thrombin-stimulated
platelets (*) (P <0.05; n=T).

4. Discussion

In this work, we report for the first time that human platelets
express the HGF receptor at their surface, and that HGF plays
an active role in negatively regulating platelet function. Indeed,
although HGF by itself did not elicit any functional response
in platelets, it triggered a dramatic inhibition of thrombin-in-
duced platelet aggregation, preventing oqy,P; integrin confor-
mational activation.

HGF receptor expression was clearly detected at the surface
of resting platelets by cytofluorimetry, although we found a
certain heterogenicity in the expression levels of Met within
platelets. HGF inhibited thrombin-dependent platelet aggrega-
tion in a dose-dependent manner, when added to platelets 30 s
before agonist stimulation. Strong inhibition was observed at
picomolar concentrations (107'%-107'"2 g/ml), which are re-
ported to be the optimal doses also in other cell systems, con-
firming that the high affinity Met receptor was involved in this
effect [6]. The effect of HGF on agonist-dependent platelet
aggregation was rapid and transient, since platelets incubated
with HGF for times longer than 30 s were not inhibited in their
thrombin-induced aggregation. The finding that only a moder-
ate decrease (25-300%, as measured by flow cytometry, data not
shown) in the cell surface expression of Met receptor was ob-
served upon HGF incubation suggests that a mechanism other
than downregulation is responsible for the absence of a biolog-
ical response at delayed times. Receptor desensitization may be
a possibility. Apparently Met receptor is particularly prone to
inactivation/desensitization, since once platelets were activated
by thrombin, HGF was unable to modulate their response
(data not shown).

Although HGF-dependent inhibitory pathway in activated
platelets remains to be charactenzed, our results indicated that
HGF inhibits inside—out signalling of the fibrinogen receptor
Pz [20]. Indeed the effect of HGF on thrombin-dependent
platelet aggregation was found to be a consequence of the inhi-
bition exerted by HGF on thrombin-induced activation of
integrin oy, Bs. Upon stimulation platelets release from their
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aranules vascular endothelial growth factor (VEGF) and plate-
let-derived growth factor (PDGF) [21,22] which are thus read-
ily disposable to amplify or modulate platelet responses with
an autocrine—paracrine mechanism, since these cells can ex-
press the cognate receptors [23,24]. Platelets contains also
HGF [17], but it is still debated whether this cytokine is ac-
tively released upon stimulation.

VEGF, as well as the c-Kit ligand stem cell factor (SCF),
were reported to bind and enhance platelet aggregation, but
only if cells were previously activated by physiological agonists
[24,25]. This finding strongly suggests that the active ligand-
binding conformation of these receptors is not exposed at
the surface of resting platelets, but their priming is required.
By contrast, resting platelets can bind HGF and PDGF and
in these cases ligand-receptor interaction results in inhibition
of thrombin-induced platelet aggregation [data reported here
and 23]. Platelets are easily activated by mechanical and bio-
chemical stimuli; however, all the above growth factors do
not have any effect by themselves, they can only modulate
either positively or negatively platelet activation triggered by
a physiological agonist. The fact that the enhancing factors
VEGF and SCF can exert their effect only on pre-activated
platelets, while the negatively regulating factors PDGF and
HGF can exert their priming effect on resting cells, is rather
intriguing and suggest that this may be part of a more general
mechanism aimed at controlling platelet activation.

Both HGF and PDGF modulate negatively thrombin-
induced platelet aggregation. In vivo they are significantly in-
creased in the thrombus, where they could be mvolved in
controlling platelet activation and limiting thrombus forma-
tion. At systemic level HGF and PDGF concentrations are
similar [13,26], but, since only HGF is able to inhibit platelet
aggregation at these physiological concentrations, PDGF mhi-
bition requiring about 1000 times higher levels, the negative
feedback on some eventual platelet systemic activation would
depend mostly on HGF, while PDGF could act mainly locally.

HGF 1s a plelotropic cytokine, which generally promotes po-
sitive cellular responses, such as motility, proliferation, mor-
phogenesis and protection from apoptosis [1]. Its increased
plasmatic levels upon organ injury can be interpreted as an
adaptive response of the organism to cope with the adverse sta-
tus, trying to preserve or recover homeostasis. Indeed 1t 1s In-
creased in different cardiovascular pathologies, including
hypertension [15], arterial thrombosis and atherosclerosis
[14,16] and myocardial infarction, where its cardioprotective
role has been clearly demonstrated [11]. The negative regula-
tion of platelet activation reported here would anyway result
in a protective, and thus beneficial action, of HGF against vas-
cular thrombotic events.

Acknowledgments: Work supported by grants from Regione Piemonte
and MIUR-Ttaly.

References

[17 Birchmeier, C., Birchmeier, W., Gherardi, E. and Vande Woude,
G.F. (2003) Developmental roles of HGF/SF and its receptor, the
c-Met tyrosine kinase. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4, 915-925.

[2] Trusoline, L. and Comoglio, P.M. (2002) Scatter factor and
semaphorin receptors: cell signalling for invasive growth. Nat.
Rev. Cancer 2, 289-300.

[3] Lyon, M., Deakin, JA., Mizuno, K., Nakamura, T. and
Crallagher, J.T. (1994) Imteraction of hepatocyte growth factor

4553

with heparan sulfate. Elucidation of the major heparan sulfate
structural determinants. J. Biol. Chem. 269, 11216-11223.

[4] Miyazawa, K., Shimomura, T. and Kitamura, N. (1996) Activa-
tion of hepatocyte growth factor in the injured tissues is mediated
by hepatocyte growth factor activator. J. Biol. Chem. 271, 3615
3618,

[5] Bottaro, D.P., Rubin, 1.5, Faletto, D.L., Chan, A.M., Kmiccik,
T.E., Vande Woude, G.F. and Aaronson, S.A. (1991) Identifica-
tion of the hepatocyte growth factor receptor as the c-met
protooncogene product. Science 251, B02-804.

[6] Maldini, L., Vigna, E., Narsimhan, R.P., Gaudino, 5., Zarnegar,
E.. Michalopoulos, G.EK. and Comoglio, P.M. (1991) Hepatocyte
growth factor (HGF) stimulates the tyrosine kinase activity of the
receptor encoded by the proto-oncogene ¢-MET. Oncogene 6,
501-504.

[71 i Renzo, M.F., Narsimhan, R.P., Olivero, M., Bretti, 5.,
Giordano, 8., Medico, E., Gaglia, P, Zara, P. and Comoglio,
P.M. (1991) Expression of the Met/HGF receptor in normal and
neoplastic human tissues. Oncogene 6, 1997-2003.

[8] Prat, M., Marsimhan, R.P, Crepaldi, T., Nicotra, M.E.,
Matali, P.G. and Comoglo, P.M. (1991) The receptor
encoded by the human ¢-Mer oncogene is expressed in
hepatocytes, in epithelial cells and in solid tumors. Int. J.
Cancer 49, 323-328

[0] Ponzetto, C., Bardelli, A., Zhen, Z., Maina, F., Dalla Zonca, P.,
Giordano, 8., Graziani, A., Panayotou, G. and Comoglio, PM.
(1994) A multifunctional docking site mediates signaling and
transformation by the hepatocyte growth factor/scatter factor
receptor Family. Cell 77, 261-271.

[10] Rappolee, DAL Tver, A, and Patel. Y. (1996) Hepatocyte growth
factor and its receptor are expressed in cardiac myocytes during
early cardiogenesis. Circ. Res. 78, 1028-1036.

[11] Makamura, T., Mizuno, 5., Matsumoto, K., Sawa, Y., Matsuda,
H. and Nakamura, T. (2000) Myocardial protection from
ischemia/reperfusion  injury by endogenous and exogenous
HGF. 1. Clin. Invest. 106 (12), 1511-1519.

[12] Bussolino, F., Di Renzo, M.F., Ziche, M., Boechietto, E., Olivero,
M., Maldini, L.. Gaudino, G., Tamagnone, L., Coffer, A. and
Comoglio, P.M. (1992) Hepatocyte growth factor is a potent
angiogenic factor which stimulates endothelial cell motility and
growth. 1. Cell. Biol. 119, 629-641.

[13] Zhu. Y., Hojo, Y., Tkeda, U. and Shimada, K. (2000) Production
of hepatoeyte growth factor during acute myocardial mfarction.
Heart 83, 450-455.

[14] Matsumori, A., Ono, K., Furukawa, Y. Okada. M. and
Sasayama, 8. (1998) Circulating hepatocyte growth factor as an
early marker of arterial thrombus formation. Jpn. Cire. J. 62 (4).
311-313.

[15] Komai, N., Ohishi, M., Morishita, R., Moriguchi, A., Kaibe, M.,
Matsumoto, K., Rakugi. H., Higaki, 1. and Ogihara, T. (2002)
Serum hepatocyte growth factor concentration is correlated with
the forearm vasodilator response in hypertensive patients. Am., J.
Hypertens. 15, 499-506.

[16] Kawamoto, R., Oka, Y. Yoshida, O. and Tukagi. Y. (2003)
Significance of serum arculating hepatocyte growth factor in the
development of carotid atherosclerosis. J. Atheroscler. Thromb.
10, 154159,

[17] Makamura, T., Terarnoto, H. and Ichihara, A. (1986) Purification
characterization of a growth factor from rats platelets for mature
parenchymal hepatocytes in primary cultures. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83, 64896403,

[18] Prat. M., Crepaldi. T., Gandino, L., Giordano, 5., Longati, P.
and Comoglio, P. (1991) C-terminal truncated forms of Met,
the hepatocyte growth factor receptor. Mol. Cell. Biol. 11,
5954-5962.

[19] Moro, L., Reineri, 5., Piranda, D., Pietrapiana, D., Lova, P.,

Bretoni, A.. Graziani, A., Defilippi, P., Canobbio, 1., Torti, M.

and Sinmigaglia, F. (2005) Nongenomic effects of 17beta-estradiol

in human platelets: potentiation of thrombin-induced aggregation

through estrogen receptor beta and Sre kinase. Blood 105, 115

121.

Shattil, 8.J., Hoxie, JLA., Cunningham, M. and Brass, L.F.

(1985) Changes in the platelet membrane glycoprotein

ITb-TTa complex during platelet activation. J. Biol. Chem.

260, 11107-11114.

[20

—_—

32




4554

[21]

[22

[23]

Webb, NI, Bottomley, M.J., Watson, C.J. and Brenchley, P.E.
(1998) Vascular endothelial growth factor (VEGF) s released
from platelets during blood clotting: mplications for measure-
ment of circulating VEGF levels in clinical disease. Clin. Scai.
(Lond). 94, 395-404.

Heldin, C.H. and Westermark, B. (1990) Platelet-derived growth
factor: mechanism of action and possible in vivo function. Cell
Regul. 1, 555-566.

Vussbotn, F.8., Havnen, O.K., Heldin, CH. and Holmsen, H.
(1994) Negative feedback regulation of human platelets via
autocrine activation of the platelet-derived growth factor alpha-
receptor. 1. Biol. Chem. 269, 13874-13879.

24]

(23]

[26]

D. Pietrapiana et al | FEBS Letters 579 (2005) 45504354

Selheim, F., Holmsen, H. and Vassbotn, F. 5. (2002) Identification
of functional VEGF receptors on human platelets. FEBS Lett.
512, 107-110.

Grabarek, J., Groopman, 1LE., Lyles, Y.R., Jiang, 5., Bennett, L.,
Zsebo, K. and Avraham, H. (1994) Human kit ligand (stem cell
factor) modulates platelet activation in vitro. J. Biol. Chem. 269,
21T718-21724.

Tahara, A., Yasuda, M., Ttagane, H., Toda, I., Teragaki, M.,
Alkioka, K., Oku, H,, Takeuchi, K., Takeda, T. and Bannai, 5.,
et al. (1991) Plasma levels of platelet-derived growth factor m
normal subjects and patients with ischemic heart disease. Am.
Heart J. 122, 986-992,

33




Il sistema HGF/Met nelle cellule staminali

Il fattore di Crescita Epatocitario (HGF), ¢ 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 Gi/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 I’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 1’induzione dell’espressione di marcatori cellulari specifici della
linea cardiomiogenica (GATA-4, MEF2C, TEF1, desmina, a-MHC, 3-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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o urditfrentizizd o205, In hunon embcy oaic sem cels, HOF
induced dfferentiaion inm the diee embryoaic ganm loyers
[20]. In the presesce of Marigsl md FOF<4, HGF ndeced
miltpotenl ot prognikor o215 from bone macnos 1o 0
ailiziz fm fiocliond BepalmyEs o vioo, BE §is preseocs
sammad po be Hapansable [I1]. Hemoposziic sizm celb parifisd
from bone mamow md primed will HGF i vt wene abo
found 1o differendaiE inlo o epaoc v lemps [ 22, 23], hom-
over, il wat revenlly reporisd ihat hamas M0 prodace HOF
wkl axpres 4 Tocioal Meo eoepior [24]. Foally, Doas and
collzagnes [25] dzmommomiad e ihe overzgpression of HGF by
MECs amgradiad loko holamic myccarium om inprove iheir
incorporation o the oopm, reducing infant size, impeoviog
bzaim fuactions, md indixing angiopenasi.

The presenp sindy was underbiken oo dvesigaee (a) he
bicchemical paiiways dovolved in HOF activily on mons2
MECs isolaed from bone mareow in eens of prolifmilon aod
migration, aod (b1 the possible afech o cell Sfereaat on

MATERLALS AND METHODS

Cell Culiure
METs wee cbiaingsd from A-wesk-old Temale CEHH: mios

fenmurs accorling bo Frisdenszio's proiocol [26]. Jos-ookd phos-

HGF Effecis on MEC

phoe-buffered talioe (FES) wa Aushed inm (e bone shafl the
palizl was renmpzoded 40 5 ml of 5 oaM EDTA for 3 se0onds,
oo then 10 squal volume of 1.8% ¥aCl was aided (hypoiooic
IyHzh The Licf™ fraction was diminalsd by a nagretic cell-
sorting potmcol (Milizayi Bioe: GmbH, Bemgisch Gladbach,
Germany, hipisws millenyibioizccon). Bdefly, celb ob-
minad foom bofe marrow Wwer? incobaied with 1 oockiadl of
Bidin-conpealsd mmockad  mlikcdisr (CDE CD4TE
[BZ20], CO¥ b, anbily-60 [Gi-1], 7-4. and Ter-1159 10d 1hen
separaied by anii-Biotin microbsadi-conjugared secondary -
tibody. Aliquois of the two separated c=ll subpopulatioos (Lis™
e Lin®™™®) were (fen shied wilh mili-Biotn phycosry thrin-
conjuEsed sacoadary antibody md malyzed with fooeceice-
actvied o2l eoming (FACE) The L™ fraction woe -
parded dn oomplets 1scove’s modifisd Dulkecco’s mediom
(O Cambrex Bio Soieace, Variso, Belgiom, hiiwe-
womnbveroom] sopplametEd will 195 feiml calf ssvom
(FCR), 100 TU¢ml penicillin, aod 100 s giml sireplomycia. Csll
conoenimon was sdjesked 2l 0% = 10° prrom’. Adlerd -6 days,
o0 adbzrent populaion of M3Cs appsarsd Madinm was eplen-
ishsd Ticating celb were ramoved after 7 and 12 days, mod e final
aderent cell populiiog was wed Tor e @xperiments. Saim wis
omited from the colowe medion o (e fnal possags.

EMA Extruction, Heverse Trorscription. and
Srmiquantilative and Cumtimlive Eevers:
Transcription-Polymernse Chain Eeaction

Todal EMA was exiracisd by Trizol Rsageat (GIBCO HEL,
Grithersbarg, MD, k4w w.gibc oo, comi.

BFevers: mmiscription (ET) wie oocried ouf with I pg of
XA for each sample ming RT M-MLY (hivilmgen Corpors-
tion, Carshad, ChA, RS invie oo 0om) in e pressoce
of mndom hexaner. Ssmiquantmtve makysis of FOVA expos-
sion was cacried ot by BT -polpmenss chain maction (POR) by
Companng the control wamcript (GAPDH [alyosmldehyde. 3-
phoiphale detydmgenass]s md the wasscdpe of inlerest when
their amplification % in the exposential phass. The primers
wed we r=ported in Table |, POR products wers size-Tmotion-
oed in I agarme gl slecmoploneis.

For reak-time ET-PCR, 2ach resclion was performsd o a
final volume of 20 micod of Univesd Mooy Mix withool
Amperass Uracyl N-Glyoosilise 2X (UMM no UNG, Applied
Bimyiems, Fosier City, CA, Ripuiwww.applisdbionysiems.
coimL, aminine HOF, Met peinecs, probe 200 (MmO 11LE1E2 mi
e M43 ml amays; Applied EosyHemn], md 05
microl of Emplae cD0GA As aclive releeaces, 155 RNA
imumnalim 1B PDAR; Applisd Biosysiami) was w1s2d. In
eacl experinenl, single samples were amplifisd three dmes amd
el experimeat W & iriplicaie. The sysiem med wis the 700
Sequence Deteclon Sysien (Applisd Bicsyitems). In inhikition

e RIS
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Tuble . Promem ased in the sudy

Primar Formund ssquence Hevarsa seguance

BGF S GOGOCTTOSTTITI TOATAAGTC-Y SLTTCATOOOOOATCATONART.-S"
=-MET S CTTCTTGAAT OCTACADC O 42" SLTCACAC O ACT TCATOC ACAT-S"
NET S OGOAAARGCAGTOTCATTA-3 SLOLOATOOCAATACTAACC.3'
a-MHC SO GAAGAGTGAC OOGOCATC AAGD-3" SCTOCTOOAGAGGTIATICCTOG -5
B-MHC GO RACADC AT CTOTCCARGTTC- Y SLTOCAA ST TOCAGG TCT G AGG G-
MEFIC S AGCAROAATACOATOCCATC " SLCAAGOOOTGETOOTACSOTC- 3!
TEF1 S ARGOOTCAAGOCCTITOTG-Y SLAAAGOA OCACACTTTGOTOG-3"
MLC 2a S AGACCTOAAGTAGADCT " SLOTCAGOGTAAAC AGTTGC-3"

MLC 2 GO AACARGODOATAGAADG-" SLCTOGTOOT TCAG GO C T ADTC -5
ANP S CTIGGCTTOCAGGOC ATAATTG! SARGACOLCACATC TATOOOA-R"
Digarmn SCTCTACGACCAGGACATOCGCS" SLOOACCTOCTETIC C TN AR GC-3"
GAPFDH S AACRTOO T OAAGOTOLG TGO TE-3" SLOGOOTAACCAGTTOTOTCAGOAT-2

Abbrvigiicm: ANP, sl rainoracr pepide; GAPDH slycersldebyde-1-pleuphse dehydecgenmae; HOF, hopsincpic prosrik fsomr
MEFIC, mypogpenic arbancer fucier 105 MHC, ovpcamn benvy chaire MLC 2o'y, myonin lighi <hsin 2 siridivmiricoler;, N5T, nuclecstenin;

TEF], rsmcriptoral echencer faceer .

EXpedmenls, o2lls wers colcomitaily fncubated with K252
perotine kinmss lalibilior (EMD Bicsciznoss, Merck Koos,
Carmetmdl. Cemmany, iy s smdbimcelrencoml

Slimuktion, Immunoprecipitotion. and Yeslern
Blot Analysis
Caizsoaal MAECEH were incubaizd for L3 minaes of 37°C i the
absance, OF presamed of 20 agiml of hunm ecombinanl HGF
(ReliaTach Broascwhsie Cenmany, hrpswww elaischde),
wished rwice with cold PRS, o Ty = o mdic-immiaopracip-
Eiion @y (RIPA) baffer (150 mdd XaCl, 50 mM Tris-HC1 [pH
74|, 1'% Monidal P40, 025% wodom deorychiolaie, e I mM
oflo-vasdaizl and & ookl of proas inkibiocs (5igme- A
drich, 51 Loi, bipawwwiigmaaldchcom). The HGF doss
wit chiosan afkr pesliminary doss-rsponie sxperimens. Cal 1y-
sui= were caairifoped of 13000 pmoa 450 for 15 minnies ard
incubated 2 hooes with o -nixowe of Te0-24 and DM-30noioclca
ol Eodies mad cabhi ant -mome andbodizs coapled o Sephoroas—
profEin A Amevihnm Phamecin Biokch, Aaeviham, UK., s
www | mn2nhambioan snos.c o, e dascribed by Prai e al. [27].
Immaopeecipimis war wished will ice-oold RIFA baffer, sof-
ubilized in redecing Leemmli buffer, and resolved on SDE
FAGCE, followed by irmasfer onlo palyvinylidzne dfocrids
(FY¥DF] filizes. Filiees were blocked with mathaaol for 10
miniEr o 20°C and profed with ihe appropriaie anlibodizs
(anliphospholyrosine TR, Laks Plack, Y] o anti-hel
3P-220 [Smnim Craz Biolewhaokogy, Sana Croz, CA, biipay
www.schicom]) dilued in Tris-Buffeed salinge-3% bovios
sernl Wbomin Tor 2 Rours al 2270,

MECs wers o weaied with 20 apdml HOF for 13, 30, and
&0 minuis md afer washiog with oold PES, Iyssd in 100wl of
reducing Lasmmli sampde boffer; sxracs were Clacifisd and
proizin conient quantifisd by Brdfond mehod (Ameesco, lc,
Solon, OH, bfipswarw. amreo-ins . oom). Thiny microgoams
of he cludfisd exomci was ma o 125% S08-PAGE followed

WA SR Do

by wmasfer 1o a FYDF membmie, Watem atalysi was carrisd
ont ming e following prinayy miibodis moocional ol
bodiss (mAb) sglimt phophorylzisd-ERE L2 MAPE (Csll
Signaling Technology, bno, Baverly, MA, hipotwww.cellsip-
nal.com, mAR againsi phosphorylied- Akl phosphonyiaisd-
P38, p3E (Sigma-Aldrich, Mila, Imly), polycioal Abs agatesi
AL, ERENZ, Mel aHGF (Sl Cruz Biolschoclogy), poly-
clonal antibodies (pAbs] agziast 27, f@21™ (Lab Vision Cor-
portion, Frmoat, CA, hiposwwlabvsioncom), md mAb
agamt pRE (BD Bicscieacss Pharming=n, San Joss, CAL MHps
warw bibdosciences o' phanmingsn). Afer exemive wohing,

imminccomplanes were doieckd with horermih o dae-
o g eppeopd ate teod day mabodiss fallowsd by eohinced
chiamiluminesosnos reaction (ECL™ Amersham

Proliferation Assny

For cell growil maay, 25 = 10° cels wer seeded in Bl
microploizs, prowed for 12 honrs i 195 FCE and fhe2n amcved in
I% FCS for 24 hoars Cels wer den syvichsd © 2% s2rmm
supplemenied, of ol sopplzmenisd, with 20 og of HGF per ml o
m [0 s=mn. Fresh medism pls ood minm HOF wa replen-
ishksd Cells were also incobaisd i 10% FCE, in the prrsncs of 20
g HOF per mi. C=ib wer palssd with | uCi parool ["H)-
thymicine 28d incubated Tor 3 howrs. Afer iy psin tesmen, cells
were harvesied by cenirfugailon and waaied with 5% tchiomace-
Gz aci MOA) o 4'C T 20 minoes. The TOA-immalube fmction

Wit EunpaEdd in 0.1% S0E in 200 mM N10H, and e sumples,
after mMiticn of 7 ml Opdifioe (Packord Irsimmezas, Cosnasns
Grove, [L, www.paciowd b o svce. oo, were cointd for ncio-
activily by aliquid scinillation cotaker (Tricarh 2185°TR, Packzd
Imompmenis. As indicakd o some 2aETimens, prio o ol
ton, 22k were preincobaisd for | Rour wilh spacilic inkibion.
Siatistical analysis of ihe daia wa carisd ol 1sieg e Smdeal’s
[
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FACS A=

To simin isolaizd onclel cells wers incubated with 25 ppiml of
propidinm iodide (F1; Sigma-Addrich, Mioo, Imiy) io @ solmtion
coniiting 2% Trion X-100, s panli expedmenis, MSCs were
doutty siired wilk Pl mod Muorescein sohiccymae (FITC-
Inbeled Antemin ¥ (Sigma- Akdch, Milas, kaly), After 30 minmes
of incubation, cslh war wasked with ios-cold PES and aoalyaed in
a FACScalibar fiow cytometer (ED Biosciences Phanmisgsn).

Wonnd Healing Asay

For wouind healing mssay, 5 = 107 cells weie grown io @ 1 5-mm
culioee dish and allowed {0 reach confluzncs md forber inco-
haizd in mediom conbiniop 25 FCS for 13 hours. The moio-
lorpers wepe fhen wounded with a plastic pipstiz 15 described
[28]. Afesr wooading cells were washed wilhk FEE and incu-
haizd for 24 hours in mediom conmining 1% FCH, with or
wilfont HGF Q20 nghmiL in de preseace, of b, of 30aM of
Met tyeosin® EHome iohibiior K232 (Colbincham-Novabioctsm
Iiil j mddesd drmaresdiaiely bedors sdmulstion wiih HOF, Tinsd wih
115 guianidetyde a8d simired wilh bamaoxylin aad aosin. Im-
ages of ol sampdes wers mken with 1 digital camem

Transwell Migration Assay

The assay fof chemolans was performed i1 Traaswell chianbers
Corning Cosiar [aha Coacorezao, [talyl Briefly, 200 ul of
mesdum comtaining MECs was seedad on the opper sie of 1
povca polycarbonane membrn: (pore size: & pm) Five hio-
dred micraiters of medinm conmimng, o ool colmning, HGF
in the pretence of 2% FCS wis dded 1o 10 loser com paimsiL
The plates wers incubated ar 3700 in 5% OO, for 42 hours. In
inlibiicn expermens, el were peincabaied with K324
inhibdicr for | hour. Al e 2nd of incobadon, e cdls ai te
upper sie of the filier w2 mechmically repmoved. Czlls thae
had migraisd o e lower tide of e filier wers fingd for 30
miauizs 40 115 guiambebyds aod sigiesd with deamzioxyiin
wnd e, Five docien nandom Pizkds were conoisd for 2ach filier.

Immunsfuarescenio:

MECs wers sesded o1 chamber shides (Naes Moo hoiemo-
toanl, Rochester, MY, USA, hilpciwww.oalgsnmccoms and
wagisd, of 4ol weaed, with 20 apimil HOF for 24, 48, 72 and 95
bours. Cells wene wasked in FBRE, fined o paradonmakdetyds
4% i PES conmining Cacl, for 30 minoes o 4°C aad penme-
poilized wih O1% Trilon X-100 F-acdn wae lnb2ied with
Tein-chodanming - conjagaiesd Phalloydise in meihmnl 50% for
Fominmer Cslb were ansd with aaibodiss for o-EHre CDIns,
CATAS [Zaam Crnx Biotchodogyl, ostio (Chamicon [ae-
mafioidl, Temevuln, CA  Mopdfwwwolemicolcon) o
a—imyoiin heavy chain (moncclonal aatbody ME-20 [2571. As
secomdary antbodies, FITC-conjugaisd mouse ant-goal and

HGF Effscis on MEC

goat ani-mome (Veokor Labonmrss, L., Petertorongl, En-
plamd, Bop:erere vectofinbs DOMAEKD wers msed. Mucls wers
sldmed wilth DAR (46" dismiioo-2-pheayladole). [aoubs-
o with FITCdabeled sscondary aadbody in ke absence of
specific prinary watibody was med (o excinds (e oocnmence of
naspecific Hgnals.

KESULTS

Phenatype of the Cells Porified from Bane Morrow
Cells weps n2galivedy selecisd by magnetc c=ll soming oo the
basis of e expression of Lin serface molscoles and positively
selecoed for iheir ability oo adheee 0o plostic subicale. Befors
platisg oo plastic dishes, aliguols of the Lin™ md L™
fractions were malyeed By FACS m msess e prepaalim
quality 10d the Lin™ fraction wa found o be 93% pure (dai
ool shown), The cells resuliing afier plaiing were c-Ef,
COI0E™, nocl s mie®™, a-smeah musck win'™™, nesin™,
Sca-1", CD34™", and CDM5", They did oof sXpress aay
s le-3pacific marner.

MSCs Express Funetional HGF ond Met Beoeptor.
Bath of Which Can Be Upregulated

Racenity, Nems and oolleagos damoreimied thal beman MECs
exprast HOGF amd i recepor c-Mei [24]. To 1sies the expres-
il of HOF apd c-M2i in mouse MECs from bone manow,
FCR was parifommed on COOA obiadned from BONA @anacis of
purifizd MECs. MECs wer found 10 eaxpess low levels of
MRAs for HGF and Mel boih of which wer spregoiaed 1pon
4= bours of weaomeat with HOF (20 op'mll (Fig. 1AL In
parld, PR wa performed 2150 of 00— eerss-ramribed
FOA sumples, 1o eaciude the poisibiliy of positive resulh dos
o coniaminating geoomic DAL Real time RT-POR peoformed
of o2l simoleEd with HOF cmficned ihe opreguladion of
bothi HOGF mnd i eacepion, Met Simulianeo oeainenl =i 30
oM fyrosine kinme inhibiior K252a [30] meady completedy
aholished the expression of HOF and its mospior (Fig 1E).
Unireated M5Cs eel2ased i their supemaiants low levels of
HGF, detectable and quattified i o scater ssay in 32 soatier
Uiml squivalent oo 7 agiml, whes wsayed in ELIS A (eazyme-
linked immunosorbeat asiay) [31]. The moepior was finctionl,
6 it could b2 phosphory lated upon sdmaladon wilk 100 ag'ml
of HOF for |0 minmes (Fg. 1B). These dota suggest that the
exogznomly added HGF could ingeer ihe activaton of Eoll s
owi Eoepio id the ligand. MLP29 oval cslls [32] were wed
& poitive contols for Met expresion.

HEF Activies ERELZ p8 MATP Kinoss, ond Ald
Eiscanss HOF activaies dowrsirsam effectors, sich 15 ERE 142,
P38 MAPKs, aad PI3K ia seveml cell types [18, 33), we

e 1S
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Figurs 1. Hmpuizzyw gprowih fvonr (HOF) and Mt 22premico i
mens memnchymsl sien cells 500, (A Revene wamcrip-
tien-polpmersss chais rescion (RT-PCR) snalyis of ENA iscleied
irom cprimceoe MECy vither uniresied [~ jorimeied [+ wih HGF
X ap'ml] for 4B beors. Tha Mai dicp prael) s che HGF (makdle
pusell majer immenpa sm deiscisble in oimeied MSCh wnd
uprepalvzd by HOF restrmeni of 4B koar, R4 from MEP-2) wa
wied wn comiel (O To verily ke quiiiy <f BNA, RT-FCR wa
carid cut dn parsllel with w probe specilfic for GAFDH (gheand-

debyde-1-phoaphsie debypdrepmas] (botiom peral ), (B Gluen iis-
iive FCR usog HGF and Mei-apecific probes wa perinmed os
N A chinired Frem ENA orscad fom M550 imeied,. or noi
ireaicd, with HOF in ik pressscs, or shueree, <f gprovire koo
iphidicr K152, {Cle Wesers imomaoobleding andynin of Mei
expremion lop para] sed HOF-ardeced mtivation (akon pusall
in MECh Deiengen axincis from M50y w0 well o from ccla
cxpreming & physologicel level of ik Ma rcepor (MLP-20,
pefitve contmull, wos immuoscprcipised wik o miozam of
D0-24 wed D0-30 Mat eniikbodies, mparsied by S05-PAGE, trars-
fzered omie membeang, sed probed with SP-2ED Mei anidbedina
(Mt ared srwip b phoiyrosine smibodien (P-Ma). Similer s oo
af promion = med s deieazd is Wesers Bt wiik wnii-Mei
scaibelion (op pussll All capenmenis sre rpracrisiive of thres

replicuize.

investigaixd e potmilial iovolvemzar of thess sfacions in
HCFatimolaisd M50 Indsed phosplorylalion of ERK 172
@il pIE MAFE: wis ime-depetdaar peaking widin 10 mio-
mizs (Rgs. 24, 201 whersm AR ploiphorylilion was pro-
Ioagsd for of lemt 1 bour (e 2H. Thae meiposss wens
compiztely abolizhed by 1 Boer of prereabmeal with 50 08
POOECSA, 30 08 SEISEEEN, mad 100 ald Wormamin, spevific
inkibilorr of ERKLT p28 md FIE, raspectively. Finally, ro
sireghen (B2 id22 thal [Bese Elponses were spscificaly de-
peridznl o HOF-indeced Mekmediaed miivalion, preliminacy
Expefmels imfscdng M3Cs wilh 2 kndvirnl wecior [24] ony-
ing 2 mmall msdering ENA (BN A) specific Tor Mat{ssquence
3 ACUCUACAUDCOUC ACACTL 2%, previously mpoed oo
dowaregnlaie M2l expresion med HOF-depzideni effecis in
olher cell iypes [35], wer pedocmed. Tadsed b these czlls g
significanr redoction of ERK 12 phosphondalon war ohierved
(Tanlli =i &, perioanl Communicalioo).

WA SEm Ol oom
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Figure 1 Hepuncyie growch Facior (HOF) scivews ERE LD, p33
MAPEs, asd Al () Cuiwcent meserchymsl swem cels wen
githar kefi wootimoleied | —)ior sirmalaied wih HGF & 2000wl o
ibe indicwizd doea. Toisl cell byesies were rembeed io S0OE-PAGE,
Weakern bloited, wred immoncprctad with nlibodien sgeise the
sciive phuphorplucd foms of ERKLL, p¥, sed Ak (pEREL'L
prlE. and pAki) or sguins ihe oo prozioe (ERELL p33, Akil
Frozin phasphorylsiion ndueced o 10 minoies of simulsios. was
irhheed if cels ware protrenied for | koer wich apecific inkbtcrs:
FOMESE (30 whd PO, ERIS0EE0 (30 M 3E), ard Worimennn
L1000 o WML revpectivay. All expenimeciy s mpresenisivee of
ihra replizeien.

HEF Inhibits $15C Proliferntion

HGF i a pleicwopic oyioking promotiol muliple Hokgioal
e, mnsy mitcgEisis mologinens, secvival, and mor-
phogen2sis in o cell by pe-spexific Tashion [4]. Experinsnis wers
s carisd onl © invewigae e effet of HGF o MEC
proffzraion Czils were plaizd i low densiy in DMOM plas
1% FCE for 24 hours. They were ihen siaresd io low FOE-
conmining maditm (2% Tor o ekddoml 24 houcs, reaied o
oot raaied Tor 1 howe wilk spacific inhibiloes for ERE W2 p2d
MAFK:, md FI3E. md fimlly swilched o 2% FCE sapple-
mzaed o oot wpplemenied with 20ng HGFmL or o 10% FCS
icoatrall. Czily ware rplznizbed wiil respective Trsh pediom
afler 24 hours, and o=l prolifention wis monivored by ["H)-
iy miios uphke in o Hre-conoe axperimenl. The reuli re-
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porid in Figure 34 skow that HOF did ool induce a protifer-
pive respomie in MSC3, whersas clls eaied with 10% FCS
grew signiticandy. The finding that HGF can inhibif the proli-
eralion of disinct cell fypss [36] prompted W o investigais
whelher this was abio the cme for M5O, Indsed, when quiss-
cent MECS were colmred i1 medum conlaining 20 ngtml of
HCF, c2ll prolifsmiicn indussd by 10% FCS was nsady abal
isted (Fig. 343 FACS mnalysis performad on sizm cells insaied,
br oot eaisd, with 20 ng'ml HGF for 12, 24, 36, md 48 hons,
d simined with PI shows s HGF induces @ significani
increme i the Cp/G, ralio Wil pespect o coniml oot
MECs (Fig 3B [0 1 panlisl experiment stem cell wers
doubly staied wiih PI aod Antexin ¥ o rale out ihe possibdity
thal HIGF iresmend conld indocs cell deall by apopiosis or

HGF Effecis on MEC

Figurs 3. Effzci of lepencpis prowik Exanr (HOF) on couss mes-
enchyrmal vz sl (M0 preliferstion. (A Calh 1.5 = 10%) war
aeeded in P-wel micropliza, grewn for 12 heory in 159 Foad culf
aemm [FCS), snd den searved 10 2% seram for 24 bosm, Colls wen

swizhed t= 5 mren ssppkmasied with HGF I nginl (Heckl orio
1085 aprum (preyl, oris L seren coctsnng BOF 20 npinl (while),
sl mcshsizd for the indicstzd times, with change of nediom e vwery
aecerd duy, Celly were pubed wiik 1 pCitnl PHRhymidine, ircu-
beed for ¥ oo, sndccanied for nedizactiviy by o hqoid scintillsion
coucizr { Tricarh 2130 TR (Ej: Celby prepared an deserbed in Muie-
cisla prd Mabody wen sigized with 13 pginl of popidiom dcdds n
u aolsion. comtwming 256 Treos X-100 The nomwber of cele in G0
phass wun poadysed nw FACScdibur flew cypicosiern. (T MECy war
restzd, arret trested, wilh HOF sker 1 koo of pracestmeni with the
indizeied dshilkimn: PLOENS D, Wornmasnin, erd SEXGSEN, Cdle
were paled =ik | 20wl [PH]-thymidice, ircobeied for 3 hour, sed
coucied for rndiowstivicy by m liguid sciciillation cougier [Trcach 2160
TR Exch valee mepresenin the mann of sixmpliceien = SEM. Senples
resed with THINASD wem noi significanily differesi Erom ibe oo
restzd cozirol ssnples, indiceiing that ihis drog ceveried b dahibiion
exgried by HOF. (Ve Weniern blov eralysin of p!]'"". p-:'."". pbh
(et pacel) wed af bel-2 wnd E<l-X, (righ panzl] capremicn in M50
pitber moiresyd or iremied wiih HOF for ike indicgied imes. Hen

represeni the mean of four islepecdeni experinenty = JEM. 4, p <
M1, compared with MESCs erested wiih 10%% FCE. ®9, p o 0],
comnpaed wih M3 trenied with 12855 FCE, Al the exporcimesin ar
represeniires of ihme mplicma, mlon ohervio viscad.

necrosis. Mdsed, 40 incr=ase in ihe apopiotc of in the pecrolic
fractions wis deter able in M50 afier HGF meaineni (daia ool
shownl, and, acoadly, HGF displayed @ faint, bat papoducibie,
miliapoptolic activity, We abo investigaed which signaling
paliway wis eesponsibke for the HOF-dependent inhibition of
FCS-drives cell proiferation, by wing specific inkibilors. As
shiow dn Fipure 2C, the blogk o cell peadiferalion, which was
evidenl wilhin © bours, was completdy revemed whan MECs
wers preirated will the p28 inhibior SRZ0E50, wharem 40
effacis wer obierved using PDOECE) md Worlmmdin, inhib-
imrs of ERE 1'Z MAPK aad PISK, respaciively. HGF induced
the expreston of p21™" and p27*®, both of which are recog-
nized 6 wniversal cell cycle ogression iahibimoms. Cosi-
tenity, tie HGF-ddven accnmulation of the by poplosphory laked
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forms of Rb, bypical of guissceni <2lls [37) was detscisd.
Fimally, HCF ireminenl inducsd ihe expoemion of bel-I and

bol-X, projzin, which is consiteni with {he aobapopioiic ao-
dvily displapad by HOF o M5Cs (Fig. 30y

HEGF Activates MSC Migration

HiGF i idzntical o soniey factor, o molecale tiat wis indepen-
derdy Menlified Tor il bl © induce modlity in epidizbal
cells [3E]. The chamoairacizal ability of HGF of himan M2Cs
wial receady damominaizd [24]. A cohvenlional scalier asay, in
which cell colomies we dispenisd, could oo b2 perfonmed,
bacane MEC: oo aleady basaly spindiz-shaped. A wound
bzaling mesay, which is g2osmily coasidered o dmple amd rehi-
obde 25l Tor evalasdon of cel moility, wio thas corcisd oaL
Coaflueal o211 monolayers w2re calored in kow FCS £ 12
bours, wonndsd md fiaally calmired i1 2% PCE for 24 how's in
ihe hiemce of preszaos of HGF. In the ohezace of HGF, M 2Cs
displaysd barzly deisciable beding afiec 24 hoao, which is
indicalwe of very low basal molilify (Fig. 445, Cells responded
o HGF ieament by filling e wound wilhin 24 booes (Fip.
4R], in A dore-respoaie way (oo shownl md this effact wis
compizdy abolisked by iMing 30 oM Knme2 inhibior K252
or 162 aM Worimmanin | hour tefor HOF stimalnion (Figs.
4C, 400, This avidenc? sageesied that FUIKCAKD paibany is
involved in the scakenng =ffaci of HOF. A ile molecla leve,
HIF-depeodeni migralion w woompanied by cpiokesizion
eemodeling Tadeed MEC weaizd with 20 agiml HGF for 24
bours, Pixed permeabilized, md deconnisd wilh Rodamine-
inb=izd Phalicydine displapsd iypdcal F acto-rich micrceplies
(Fas. 40, 4EL which w2 peralios for mHgrating o=ils [39). HOF
Wik also resied dn o dircdond camwdl migraiion axsay. In e

R ErEmCE K OO

o

Figure 4. Hepricopm prewih beor (HOF 1o
direa s meciogenic reiporos N ncwme meses: by
nal sien. cdls (MECsl. A cosflem o sper
of MECy prewm in 5% feial culf serom [FCE) wod
nade quimxen by o 12-koer 2% FCE oeosrmani
wir ‘wounded with o pipeiie fip snd inrobetad
fer 24 houn o e shience (4] ar presssce of 200
epi'erd HGF (B) or preiresied wiik FIM ishibiar
Wormasrin (C) or eyresise kises dshibior
K152s (V) wed khen sxponed 4= X apml HOGF
Ak ibe eod of ibo tregineni, cdls wers Foced with
15% ghiardddhyds sed siwired with bemaioxi-
in ped emin MAC were gha pleied 2o cover-
ilip, snd when chey mached 6808 coofleerce,
they werm siaresd in e mram for L2 heoor,
srirpsied (Ei or tremied wiik HOF 20 nginl (Fi
fzr I b, fiaed weh perdornaldabyds, pee-
meekilingd wrik Trime X-100 sl ssined for
pelymanned aciin wih versneibythederone
pohizsyamee  [TRITC|—coojugmied  Frallzsp-
dire. fomow dadicsies micmplkes prorediog
from zell sudece. Bar = 75 jim.

mhzzace of ligend, M 5Ty showed a limiked ability m© oross he
fileer, wheras, in e presencs of HGF (20 ap'mi o 16 ower
COMpRMMEDL, the nimber of C2Il croesing (e Tl s Hgnil-
icemily Hcreassd (Fig 5 This effsct was complaizly dabibied
by concaniltol incabalion with Wonmaaoin of e oyroin:
Elame nbitmor 3525 ai Colceniret ofil menlicnsd aboes,

-I:I

Figurn & Hepuncyie growth Excor (HOF) scw o chemcatincisei
for mone meaeschymal wem ccle Calle were azircsied (4) ar
iremied wah I oplml HOF () or preireeied wiib fproire ki
irhibor KB 2y befnm sdding BOF (C) in o trsmewell directioasl
miprscin wany. At b ood of incebalicn, the <ol o te opper side
of the fiker were mechanicully recerved Calls thet hed migrssd m
ik lowear side of the Alier wene fiaed for 30 mnokes in 11%
gucsrsbizhpde wad sinived with bemste ylio end ecain. Five men
random fields were counied For esch filier (1N
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HECF Prompes MSC Differemtiation Toward
Cardinc Lineage
HCF & 1 pokat diffreniadog facor for human smbny o
sizim c2lis and rat bone mamow melenc bymal cells [25, II]. To
izt Thiz pot=nilal effect on mome MECs, ceily wees cultured Tor
several days in the peas=ace of HGF (20 agiml) ad the ol
Coming plenotype wal ties 2oanined by determioing e 2x-
pression of some musclespRoifc g2oes using RT-FOL FNA
wi claied from cells w=aied Por different prdods of Hime
Acliar day 2 of waaimeni, M3Cs kosi sizm call mackers, liks
oicizcsizmin, and sianed o expeasi mRAN As Tor ike mocle-
speEcific marscripdon facmos MEFIC (my ooyt 2phancer facmor
201 md TEF1 (ramscripimal esbancer facior 11 (Fg. 1. Fui-
mermove, ol the sume fime, they expeeised inmscripis for

=] - L3

NST — 410 bp

—_ 43 bp

MEF2C — 407 bp
— 311 bp

B-MHC — 25 bp
Desmin — 37 b
GAPDH — 422 bp

Figurs &, Hepstcoyic presvib facior ({HGF] mdaca ibe cxpressos
af myecyie-apecific ramcriptnn Beinm wnd unscerl gesse i
meserchymal sen cells, Celle were nbrmsed [ =) or rested. wich
I8 nuiml =f HOF {+) for 4E bourn. Toigl E¥A wu imbezd wd
shzr [MNoe | tresiment, revenss tnmcnpios—podyoeroe chais
maction win pedoemed with primen amrific for neclecstania
INET) myocyts schascer facior IC (MEFIC), mwmicriptonal en-
bxszer b 1 (TEFL), a—myposin bearvp chsin fx-MHCL 8-oyo-
win bewvy chsn (3-RHT), devmin, erd glhecaralobypde-3-phicaphaie
debydrgnue (GAFDH), ex ckecribed in Muznsls ard Maikeda.
HL-1 celh ware wed s poaities cosiecls. Al sxperimerin e
rpressniwive of threw rephicssa.

HGF Effecis on MEC

desmin, a-MHC {a-mycsin bravy chain), ed 8-MHC, whilz
thzy did oot 2xpress oiber mpoular mackers, wuch s MLC Za
(oyosin light chain 2 aicid) MLC 2v (mymin light chaa 2
venriznlwl, o ANP (owia astiecsiic peplide) (daia ool
shownl. Tolzrestogly, =-MHC rameceipt wa detexied ooa
bghier amouat than 8-MHC inoccipt HL-1 cordine cell Hie
[40] was wed 15 a posiiive conteol for myogaaic diffzraiiakion
of MEC: Contstenily wilh the onset of o diffzreniialive pro-
grun, immuncfluoresoancs analysis (Fig 71 showsd it MECs
Wers o0 louper reachive for e demn cell maes -k Cpansls
A, Bl md CDUCS (pareds C, D) md they showsd o pidve
sidning for GATA (pazis M, M), o orecial osascription
Pacior openting duriog The eany phaes of cardine developmeat,
e hiErmedise: flamenl poiEn o (parel EOF), amd
a-MHC, 2 componeal of ihe candiac contrictile ypsizm (pazis
G, Hl.

IECcussnnN
In dhis 3oy, we iovestigaisd the effo of HOF oo manins
MECs pad foomad thal HOF can indoce eany bicchaimical effects,
SICR 35 recepioe fyrosine phosphorylation and uprepulito,
activaiion of the major signdling pattreays, @ el m delayed
biciogical rsspoases, namely biock of proff=raton, cyloskeleil
reanmigemenl, o2l migration, aad expession of carkec-spe-
rific markers wilh coloomitaar boss of si2m cel markers. W
also show f ome experdmenis tar ihee =ifacis were depen-
dzr on HGF stmulnton, became ey conkd be jahibited By the
oainral alicdoid K252, which was shown o stroaghy impair te
oacogesic operies of Met [30] of in MSCs dafacied with a
lentivical vector [34] camyping mn siFSVA spacific for Mei [35].
Finally, we presenl evidence thal osll migration is P -depen-
dant, wher=s iohibktion of ol peolifendon i pEE-depandeal.

Adult uEm cell are aiimcing incr=asing aienbon beomss
of heir potential 152 i1 boih developmenial biology asd medical
applicalloms, sach as tssoe aad organ wpair [1, 2. [ is aow
widely aeoepied ihal ey Le present i meary ol dssees, whene
they are probably mipsady commitied 1o 4 pamicular Hasogs,
diclalzd by the miceeesvirmimeat o fhis Comiexi bons maeros
is the o of sdull sizm Cells with grester diffzreatialiom
potential [1], becamse it con give ofgn ool oaly o hemopoistic
ol endoibedial shem cedh, Bl mheo ko pracursocs of orher lisiues
of mesenchpmal orgn, el 15 miposs dspe, boos o cai-
tilags [2], as well as o cels 1ha can oaesdfer=nboe in
epitidlial componenis, 3uck o hepatocyiss [21-23]. The faie of
e siem el e d2izrminsd By micro2ovireament md growth)
differeptiaiioa' mobilizaton faciocr. which ool recmi hem in
differ=n oegans ad Himaiions, sech o afier injory.

HGF is a pleiciropic cytokine displaying milogenic, mo-
mgemic, mophogeasic, aad anlizpopiotc aciivites in a o=l
by pe—spexific mamer [3], the main rgsi cells being epith=lial

Smea s

42




Foriz, Binieri, Cossa el al.

Figura 7. Hepuiceym grewib fuaxr (HOF) irdecan differmimstios
af maseschymal siem celly. Cela war plaied on covenip. nd
when 1hey resched 509 conflusaos, they wom uninesied (A T, EL
G [ =r trewied wih X0 op'ml oF HGF (B, IUF, HL ) for 86 boar.
They were iban fAaed wiih parsdformaldehyde, peroeabibzed wxh
Trima X-10), ard stsiceed with entibodben for =k (AL B, COInS
ITERRCAN T, I, semin (E, Fi, MBC {nymin ey chainl (G
Hi, aead GATAA (L JL fullosed by ik spproprizie FITC (Aoores-
cuin imthiccyanme] labaled secondury astibodion. TAFT (4.6
dismidise-1-pherglindele) counieriziniog wan wed o voosdice
oechi. Ba = |15 jm. In coniel samrinesis, i which ik
primery sstbcdy wan cmided, oo Aucrescesi sigrad wen dewcied
All zapenimenis we epresszinTes of ibne isdepeodent replicusa.

and endothelial cedls, which predominaady sxpess the cogoale
recepior. Hdeed HOF promotes hepaiocyies, Kenalinooytes, e

WeErw Zrem el b oom

k|

ol inbule o0 and endoitedial c2ll prolifzrtion, dinocialion of
epiibelial cell colonie, c2ll modlity, md fevasion throngh 2a-
wacaliula mandx. The coordinated orchesirtdon of s pro-
cessas plays @ major rode o orgaaogenesi, such a5 mwbakogEn-
esis aad branching movphogzoesh, and i e md orgon
bomzairels in adulis, wich as lver aed Bdeey regseenaion
[14]. In wive, HOF and Met moapbor have begn repocisd o play
i impormnd cole b othe 2urly candiac davalopment [41], when
they ame wansisnily sxpesed. Recendy, Duan aed colisaguss
[25] showed thal HGF & ohie m sakaoce 3MEC angrafimeni in
iowiesd e Tn dee aculi, upon bea injery, HOF plosma levels
oz rapidly wnd mackedly slzvaed with owd oprotes tive sigaif-
icmcE Ioded, excgsaons HOF hw o poEnl camiopoolective
rcde i eaperimenially indocsd myocandial infanciion, prevent-
long condiomyocyis ipopicsis, inducing skaificani aagioganeis,
md improvieg iopared bEan funcihioo [7, 42, 43]. Thass
finding: show (et HOF con daduce biologioal raspoasss ia cells
oller ihan 2pitelio,

More receady, o f2w siudies Rave showa thal HOF cm
induce Biologoal responsas wlso e sem cels (20, I3, 24].

Cur p2sulis show thal mouss MECS cozxpress Mnciioo
forms of Met rece poor & well as of Jis ligand. Yet, ihe low levels
of HGF Pound dn the coloune medum of conirol samples ae oo
sufficient o actvalz §ib own eo2por on MECS; the recepior,
browevar, maoinlue: the biochamizal md Hologicd rsponsive-
0851 0 AXcEENosly mided ligand. In facl, ol ke eoeplor and
the ligared can b2 upezguined upon loag-2on HOF reaimeat
Indasd, il wis alrzady rpoviad (ot Mat eoeplor bahaves @woa
delayesd =arly gewes, the sxpression of which in epiibsial ozlls
conld B2 apregalaesd by oreaiment wild temn, phorbol 2siar,
e HOF dhedl [44]. Afer full Hgand-Ge pendent tyrosing phos-
phoryiadion, the Bzl escapior expresied oo MECs wa oble
within o f2w mingizs o mdvae the m-ERKN2 aod p23
MAFKE: m weall as e FIZKUAK paibeays, which ore e moin
masducton pahways mtivaed in oher HOF biologically re-
spormive c2lk [3, 4, 19). Depzading on ozl oy pe, i pailways
were peponed v vacirbly contribuie vo the diffzrent bological
reipmsas ahichiad by HOF. The ns-ERE LI MAPK paihway
wid shiown 0o e mody asocistzd with HGF milogzaic asd
mcrpbiogenic efect, whermos e PLIE Akl paitryay ssams 1o ba
mainly relabed o omologak el miizpopictc effeco [4, 19,
45].

In o sysem, HOF aciivaiksd ool migrabion io a FIFK-
dependzar way, becume ihe efect of wound haaling could ba
biccked by the PLIE pharmacologizal inhibiior Wommanmio.

Surpeisingly, HGF iahibited ozl prolifzration by blocking
cedls i ihe -0y phise. This retponss was soocimpanizd by the
iduction of p21™ md g2 7 prolziol, Which are kioed s
uiversal oall cycle progession dahibims, actog heoogh (e
tiadiag io cyclins-COK complexss and POEA (46, 47] md by
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the accumulation of he hypophospaomylaisd fonme of pRb. Al
though HOF is genemily mcognized o6 a prolifnilion fac i wis
alresdy mporisd ioinkibit e proliferation of cenais o=l fypes [36)
o6 well i Nomas MECs [24] ¥osignifican apopois wes deisced
in the conditions tsad, asd acialy The bow s level of apopicss
WiG Even decramed upon raaiment with HGF. Comisiznl with this
finding, bel-2 asd bel-X, prokim wers indecsd by HGF. The
ar=s of cefl prolifriion was dependant on pA8 MAPK, becuss
it was abfogaied by wentment with it spacific inhibilon, SB201530
P33 has been shown m @& a simila e also in FOF-dependenl
chondnocyie proliferation [4]. Miorscver, p3E MAPK pahway hes
been aieadty implicaisd in chomdmoyie asd skeletal sl differ-
enlation [45 53]

[1 cur model opon 48 hous of HOF oeaiment, MSCs
stuted 1o express mRMAS for MEF2C and TEFL, two innscrip-
tion factors, md desmin, #hich ae fypically detectable during
the first siag=s of mmcle dfMersatiation Morsover, M3Cs 2%-
presssd wranscripis for coninctle proisine, sach 15 a-MHC and
B-MHC. In ihis tassilion lowand myogenic diffseatiaton,
MECs Losi the exprasiion of markers fypically associated with
the sizm cel phaaotype, such as COLOS (TGRSR, ki, and
niclecsiamin; enackatly, aier 7 days of sxponre o HGF,
MECs expresied nesiis, a poorly oganizad Toem of MAC, and
the imascription Tactor GAT A-4, which is crucially involvsd in
ey phnes of cwdioe devslopmeat. By conirast thess cells
fail=d bo express offer muscle markers, sach a5 MLCs or AMF,
sUggsting thai foriker diffreniinlive sieps probably requies
addtonal facbors. Ciher weamenis wers oo repovisd 1o drive
bone mancw osll foward (e cardiomyocyles phenotypes Tor

HGF Effecis on BSC

exampde, S-rzacylicine wae oble o ndice morphologic, bio-
chemical and functional cardiomyccyies [51, 521 although the
modEular g venls dnvolvad have yet to b2 Menlifisd. PDOF was
reponzd toeahance the genemiion of bore manow cel-derived
candiomyocytes in mat keais [53], b these cells did oof ine-
grite with resilenl myocyles, ogun suggstng thal sdditional
faciors are requicsd Tor their full Aactonabty.

In conclision, onr fndings supgesi thal HGF coul be one
of the facmrs dnvalved in the mobilizaton @ conmiomeal of|
MECs boward o carlommy ooy te phenotyps aven if more deimiled
experimenis will be necessary io cladfy whelter these processes
ooc I vive as well.
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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 puo evolvere in cardiomiopatia dilatativa e causare arresto cardiaco.

Diversi studi hanno dimostrato che la morte dei cardiomiociti ¢ 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 percid 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 ¢
rivelato un fattore cardioprotettivo in modelli animali sottoposti a ischemia e
riperfusione. Tuttavia la molecola di HGF nella forma biologicamente attiva ¢
altamente instabile ed i costi di produzione sono assai elevati, questo costituisce
un limite nel suo possibile impiego. Considerato pero, che tutte le risposte
biologiche indotte da HGF sono mediate dal suo recettore, ci siamo proposti di
valutare 1’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 stabilita nel
tempo, facilita 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, motilita, proliferazione”

Gli anticorpi agonisti di Met contrastano 1’azione apoptotica della

doxorubicina e della deprivazione di siero in cardiomiociti H9¢2
Trattando cardiomioblasti di ratto H9c2 con doxorubicina per tempi brevi si
induce il rilascio di radicali liberi dell’ossigeno e I’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 proprieta cardioprotettive di due
anticorpi agonisti di Met DO-24 e NO-23.

Trattando cellule H9¢2 con 10 UM doxorubicina per un’ora € 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 ¢ osservato che 1’anticorpo DO-24 ¢ in grado di ridurre 1’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 1’azione del chemioterapico cardiotossico.

Indicazioni comparabili sono state ottenute negli esperimenti di induzione di
apoptosi mediante deprivazione di siero. Anche in questo caso 1’azione anti-
apoptotica di DO-24 ¢ decisamente piu 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 H9¢2 deprivate di siero per 24 ore, e trattate
con HGF o 1 MAbs agonisti, ottenuta in citofluorimetria a flusso previa marcatura

delle cellule con propidio ioduro, ha dimostrato che sia DO-24 che NO-23
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riducono la percentuale di cellule apoptotiche. E’ stato inoltre osservato che i
campioni trattati con NO-23, presentavano un accumulo di cellule nella fase
GO0/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 ¢ un’importante molecola effettrice dalla via intrinseca
dell’apoptosi, abbiamo valutato la sua cinetica di attivazione in cellule H9c2
deprivate di siero. Successivamente ¢ stata studiata 1’azione degli anticorpi
agonisti di Met sulla sua attivazione. Saggi colorimetrici dell’attivazione della
caspasi 9 hanno dimostrato che la massima attivazione ¢ riscontrabile 6 ore dopo
lo stimolo di apoptosi dato dalla mancanza di siero. La presenza nel medium di
HGF o MAbs agonisti, riduce ’attivazione della caspasi 9. In particolare DO-24
inibisce D’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 [I’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 H9¢2 con HGF, con gli anticorpi agonisti di Met
(DO-24 e NO-23) o con I’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 € risultato attivato, ossia fosforilato in
tirosina, in cellule stimolate con HGF o con I’anticorpo DO-24 allo stesso livello,
e, ad un livello inferiore, ma comunque significativo, in cellule stimolate con
I’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 1’attivazione indotta da DO-
24 ¢ risultata piu forte rispetto a quella indotta dal monoclonale NO-23. T dati
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biochimici concordano con quelli ottenuti nei saggi in vitro e indicano che
I’anticorpo monoclonale DO-24 attiva il recettore e le vie di trasduzione del
segnale, nonch¢ la risposta anti-apoptotica in modo piu 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, percio abbiamo valutato il coinvolgimento
di Akt, ERK 1/2, BAD, Bcl-2, nell’inibizione di caspasi 9. A tal fine circa 30 pg
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 D(O-24 attiva una risposta motoria in cellule H9¢2

Per valutare la capacita degli anticorpi DO-24 e NO-23 di stimolare una risposta
motoria in cardiomiociti di ratto, ¢ stata praticata una ferita su monostrato di
cellule H9¢c2 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 ¢ osservata che solo le cellule stimolate con 1’anticorpo DO-
24 presentavano completa rimarginazione della ferita, cosi come quelle dei

campioni di controllo trattati con HGF. (Fig. 6)
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Fig.1a.b,c Anticorpi agonisti anti-Met inibiscono
l'apoptosi indotta  da doxordbicing e
deprivazione di siero in cardiomiociti HIc2
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Fig. 5: La capacita proliferativa di cellule H3c2 non & modificata
Dallo stimalo con DO-24 & MO-23
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Fig. 3 L'anticomo monoclonale DO-24 & un
fattore mabilizzante per i cardiomiociti

HGF
1 (50 ngimiy

NO-23
(20 nh)

Conclusioni

Attualmente nell’ambito della ricerca cardiovascolare sempre piu interesse €
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 ¢ stato documentato che su cellule staminali mesenchimali
di topo sia Met che HGF sono espressi a bassi livelli, che la loro espressione ¢
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 ¢ 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 ¢ espressa da cellule mesenchimali sotto forma di precursore
monocatenario inattivo (pro-HGF), la sua maturazione ¢ mediata dall’azione di
specifiche convertasi che generano la forma biologicamente attiva costituita da
due sub-unita. Essa a differenza del precursore ¢ instabile; inoltre ¢ noto come la
produzione di HGF ricombinante puro ¢ un processo dai tempi e costi elevati. Per
questo ¢ emersa 1’esigenza di valutare la possibilita di utilizzare molecole che
presentassero vantaggi sia di tipo economico che di stabilita 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 1’azione
apoptotica della doxorubicina, e della deprivazione di siero. L anticorpo DO-24 si
¢ 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 gia ampiamente studiato per le sue attivita biologiche (Prat et al., 1998), ed
aveva dimostrato di possedere anche capacitd mitogeniche. Questo non si ¢
verificato negli esperimenti condotti sui cardiomioblasti di ratto, dove peraltro
neppure HGF ¢ stato in grado di indurre proliferazione. E 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 piu prono alla proliferazione.

Gli studi biochimici hanno confermato che i1 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 1 due anticorpi interferiscono con I’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 quantita, relativamente poco costosi e
sono molecole molto piu stabili del ligando naturale HGF. Inoltre oggi con le
sempre piu avanzate tecniche di biologia molecolare possono essere facilmente
ingegnerizzati per applicazioni piu mirate (ad esempio: forma monovalente

inibitoria verso forma bivalente attivatoria).

Materiali e metodi

Colture cellulari e reagenti

H9c2 ¢ 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 ¢ 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
1 seguenti anticorpi commerciali per 1’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
Carita” di Novara. In tutti gli esperimenti effettuati viene utilizzato HGF

ricombinante (Peprotech).

Immunoprecipitazione e analisi in Western blot

Per valutare la capacita degli anticorpi DO-24 e NO-23 di attivare il recettore Met
in cardiomiociti di ratto, cellule H9¢2, 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 ¢ 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 (5x10°/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 H9¢2 sono incubate per 1 ora in presenza di terreno privo di
siero ¢ 10 UM 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 H9¢c2, 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 1’azione
cardioprotettrice dei fattori di interesse ¢ stata valutata mediante saggi di vitalita
cellulare, incubando le cellule con una soluzione di MTT (sali di tetrazolio) per 3
ore. Al termine dell’incubazione il terreno ¢ stato eliminato e le cellule, presenti
in piastra sono state solubilizzate in DMSO e analizzate allo spettrofotometro (A =
570 nm). Il valore di assorbanza ottenuto ¢ proporzionale alla quantita 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 piu dettagliatamente le modalita di perdita di cardiomiociti in seguito
a danno ossidativo ¢ possibile analizzare il ciclo cellulare di cellule
opportunamente trattate. A tal fine cellule H9¢c2, 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% CO,a 37°C. Allo scadere dell’incubazione
le cellule sono state staccate con una soluzione di tripsina ed EDTA, e la
sospensione cellulare ottenuta ¢ stata centrifugata insieme ai surnatanti di coltura
a 3000 rpm per 10 minuti alla temperatura di 4°C, cosi da sedimentare sia le
cellule che i1 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 ¢ incubato per 18 ore a — 20°C. 1l
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giorno seguente 1 campioni sono stati centrifugati a 3000 rpm per 10 minuti a 4 °C
per eliminare tutto 1’etanolo, e risospesi in tampone (3.4 mM tri-sodio-citrato,
0.65 mM NaCl, 0.003% Nonidet P40, 25 pg/ml propidio ioduro, 10 pg/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’intensita di fluorescenza ¢ proporzionale alla quantita di DNA presente in quel
momento nel nucleo cellulare, in tal modo ¢ possibile identificare cellule nelle
diverse fasi del ciclo: fase G1, DNA pari a 2n; fase S, DNA compreso tra 2n € 4n;
fase G2/M, DNA pari a 4n. Una caratteristica del solo processo di apoptosi, € non
della necrosi, € 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’attivita di caspasi 9

Al fine di valutare la cinetica di attivazione di caspasi 9 in cellule H9¢2, 10°
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, ¢ stata valuatata 1’azione dei
MADs sulla caspasi 9 incubando cellule H9¢c2 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’attivita
enzimatica della caspasi 9 viene valutata mediante saggio colorimetrico
(APOPCYTO™ 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 capacita degli anticorpi di interesse di indurre proliferazione in
cardiomioblasti di ratto, 2.5 x 10* 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 ¢ 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 motilita cellulare (wound healing)

Per valutare la capacita degli anticorpi DO-24 e NO-23 di stimolare risposta
motoria in cellule di cuore H9¢2, vengono seminate 1,5x10* cellule/pozzetto di
piastra da 24 e lasciate crescere fino alla confluenza ottimale di circa 1’80%. Su
monostrato sub-confluente di H9¢c2 quiescenti viene quindi praticata un’incisione
con puntale sterile, per eliminare le cellule staccatesi durante I’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 ¢ 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 ¢ la piu frequente forma tumorale in pazienti affetti da
AIDS, esso ¢ caratterizzato dalla presenza di cellule fusate (“spindle cells”)

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

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

quali HGF e VEGF, ed 1 loro rispettivi recettori tirosina chinatici, Met ¢ KDR,

sembrano avere un ruolo importante nella progressione del sarcoma.

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

esnrimono__1n_recettore Met fiinzionale _che in <ceonito _a
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Abstract

We previously showed that the Kaposi Sarcoma line KS-IMM express a functional Met tyrosine kinase receptor, which, upon
HGF stimulation, activates motogenic, proliferative, and invasive responses. In this study, we investigated the signalling pathways
activated by HGF, as well as by Met monoclonal antibodies {Mabs), acting as full or partial agonists. The full agonist Mab mimics
HGF in all biological and biochemical aspects. 1t elicits the whole spectrum of responses, while the partial agonist Mab induces only
wound healing. These differences correlated with a more prolonged and sustained tyrosine phosphorylation of the receptor and
MAPK evoked by HGF and by the full agonist Mab, relative to the partial agonist Mab. Since Gabl, JNK and P1 3-kinase are
activated with same intensity and kinetics by HGF and by the two agonist antibodies, it is conclueded that level and duration of
MAPK activation by Met receptor are crucial for the induction of a full HGF-dependent mitogenic and invasive program in KS

cells.
© 20035 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywards: Tyrosine-kinase receptor; MET, Kaposi' Sarcoma; Signal transduction; Receptor agonist; Proliferation; Invasiveness; MAFPK; PI3-

kinase; Gabl

The hepatocyte growth factor (HGF) receptor encod-
ed by the MET protooncogens medutes multple bio-
logical responses, namely motility, proliferation, and
morphogenesis m a cell-type and agomist-dependent
fashion. These phenomena are essential in physiological
processes, such as organ development and regeneration;
however, when mapproprnately activated, they may re-
sult 1n tumor development and metastasis [1,21

* dbbreviations: HGF, hepatocyte growth factor; KS, Kaposis
Sarcoma; KS-IMM, Kaposis's Sarcoma immortalized cell line;
MAPEK, mitogen-activated proteine kinase; JNE, Jun MN-terminal
kinase; PL, phosphatidylinosital; PIP,, Pl-4,5-bisphosphate; PIP, PI-3-
phosphate; STAT, signal transducer and transcription; Gab 1, GR B2
adaptor binding; Mabk, monoclonal antibody; PY, phosphotyrosineg;
DMEM, Dulbeceo's modified Eagle's medium; FOS, fetal calf serum;
PBS, phosphate-buffered  saline; TBS, Tri-buffered saling; BSA,
bovine serum albumin.
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While HGF 15 normally produced and secreted by cell
of mesenchymal origin, its receptor is predominantly ex-
pressed moepithehal cells. The Met receptor 15 a trans-
membrane tyrosine kinase: its activity 15 dependent on
the transphosphorylation of its kinase demain and of
a multifunctional docking site [31 which cause the con-
comitant activation of multiple signal transduction
pathways that account for the complex biological
responses chiated by HGEF [1.24] Many efforts have
been made to link specific signal transducers to a precise
biological effect. There 15 now a general consensus that
the ras-MAPK and the INK pathways are mainly acti-
vated in proliferative responses, while PI 3-kinase is in-
volved in motogenic and ant-apoptotic effects [3,5].

HGF and its receptor Met are among the many (ac-
tors involved in the pathogenesis of Kapost's Sarcoma
(KS), the most frequent neoplasia in patients with
AIDS, that is characterized by the presence of prolifer-
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ating spindle cells of endothelial origin and mfiltrating
inflammatory cells, by angiogenesis, edema, and inva-
siveness [6,7). In fact: (1) KS cells express Met and in
most cases also HGE (8107 (1) an autoering loop was
shown to sustain the proliferation of KS cells [11]; (i)
HGF sumulation of an established KS cell line (KS-
IMM cells) eliats the whole spectrum of biological ef-
fects typically induced by this ligand, i.e., cell migration,
proliferation, and invasiveness ([10], see also beyond).

In this paper, we mvestigated the signalling pathways
activated by HGFE, as well as by Met monoclonal anti-
bodies (Mabs), acting as full or partial receptor agonists,
in the attempt to correlate the different biological effects
mediated by the Met receptor in K5 cells wath the acu-
vation of specific transduction pathways.

Materials and methods

Reagenis, antibodies. and cell oubwre. Recombinant HGEF was
produced in the baculovirus expression system [10]. s specilic activity
was of 35 scatter unitfng. DO-24 and DL-21 anti-Met Mabs were
used for immunopreapitation and Western blot, respectively [12]
D024 and M- anti-Met Mabs were purified from asatic Auid by
ammonium sufate precipitation and affinity  chromatography on
protein A-Sepharose 48 [12]. Mabs against phosphotyrosine (PY) and
rabhit polyclonal antbodies agamst Gabl were from UBL (Lake
Flacid, NY). Rabbit antibodies against the actve and the inactve
forms of ERK-1/2 MAPK, INK and STAT were from New England
BioLabs (Beverly, MA) KS-IMM cells, an already used Kaposis's
Sarcoma immortalized cell hine [10], were mamtaned in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium { DM EM), supplemented with 5% fetal calf
serum (FCS)in a humidified atmosphere of 5% COy ar,

Rinlagical asravs. For wound healing assay, 25 % 10° cells were
grown in 24 well Costar plates and, when confluent, meubated in
DMEM-0. 2% FCS for 18 h and wounded with a plastic pipette as
described [10). After washing with PBS, they were meubated for 68 h
in DMEM-0.2% FCS, with ar without HGE or agomst Mabs, fixed
with 11%% glutaraldehyde, and stained with 0.1% crystal violet, The
assay for matrix invasion was performed in Hind-well Transwell
chambers using a modification of the Matrigel method [10]. Briefly, 10°
ES-IMM cells/200 pl DMEM were seeded on the upper side of a
porous polycarbonate membrane (pore size: 8 pm), previowsly coated
with Matrigel (1.2 mg/ml), and 300yl of medium containing or not
HGF orthe agonist Mabs was added to the lower compartment. After
incubation for 48 h, celk and Matrigel at the upper side of the Glter
were mechamcally removed and cells migrated to the lower side of the
filter were fixed and stained with crystal violet.

For cell proliferation assay, 2.5 10% cells were plated in %6-well
plates in DMEM-2% FCS with or without HGF or agonist Mabs,
which were replenshed every 2 days for 6 days. Cell number was
estimated after stainng with aystal viekt by a colonmetric assay,
which was read at 595 nm,

Cell stimuiation, mmumoprecipitation, and Western blot analvais.
Conflusnt quizscent cells were stimulated for different periods of time
at 37 °C m the absence or in the presence of HGEF[10] or agonist Mabs
at the indicated concentration. After washing with cold phosphate-
bufferad saling { PBS), cells were lysed in DIM bufler (50 mM Fipes pH
T4, 00 mM saccharose, 100 mM NaCl, 5mM EGTA, SmM MgCl,,
and 100 uM ZnCly), 1% Triton X-100, 1 mM Ma,V0y, and a cocktail
of protease inhibitors, Clarified cell extracts were mmunoprecipitated
for 2 h wath the different antibodies and Sepharose—protein A or Se-
pharose—proten G, Washed immunoprecipitates were eluted n

redwing Laemmli bufler at 95 *C, resolved on sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDSPAGE), trarsferred onto
nitrocellulose filters, which were blocked with % bovine serum albu-
min (BSA) for 1 h at 45°C, probed with antibodies diluted in THS
(Tris-buffered saline}-3% BSA, and reacted with horseradish peroxi-
daseconjugated secondary antibodies followed by enhanced chemilu-
minescence reaction ( ECL, Amersham),

Pi 3-kinase assay. Pl 3-kinase assavs were performed as previ-
ously described [13]. Cell extracts, prepared as above, were
precleared on Sepharose—protein G and immunoprecipitated with
anti-PY Mabs and Sepharose—protein G, A mixture of phosphat-
idylinositols (Pls) was added to a final concentration of 0.2 mg/ml.
Reactions were performed at 22°C for 10min in 0.5mM ATP,
L5 mM Na, VO, 0.5mM ZnCly, and 5 mM MgCl; final concen-
trations with 20 pCi [v-PJATP and terminated by adding 1 N HCL,
extracted with CHCICHLOH (1:1), and subjected to thin layer
chromatography in CH2CHCH2OH/CH 2000 HH20 (654:21) and
autoradiography. Standard Pls were run in parallel on the same
plate as reference and visuahzed with I,

Resulis

Different transduction pathways are activated by HGF in
KS-IMM cells

It has been previously reported that HGF induces
Met receptor phosphorylation m KS-IMM cells (121
We thus examined downstream signalling pathways
known to be relevant to cell proliferation, motility,
and invasiveness (see review [2.47). As shown in Western
blot analysis, HGF stimulation induced the phosphory-
lation of ERK-1/2 MAPK (Fig. 1A), JNK (Fig. 1B),
and Gabl (Fig. 1D), the major substrate of the kinase
activity of Met receptor [1.2,5]. By contrast, STAT 3
wits found to be constitutively activated and insensitive
to further stimulation by HGF (Fig. 1C). Morcover, in
HGF stumulated KS-IMM cells, also Pl 3-kinase was
activated, as shown n an in vitre lipid Kinase assay per-
formed on tyrosine phosphorylated immuneprecipitates
(Fig. 1E).

We conclude that upon HGF stimulation, ERK-1/2
MAPEK, INK, and PI 3-kinase pathways are all acuvat-
edin KS-IMM cells. Also Gabl, the mam and more spe-
cific adaptor protein of the HGF/Met ligand-receptor
pair, 18 phosphorylated 1n a hgand-dependent manner.

Different agonist Mabs dissect Met-mediated biological
responses i KS-IMM cells

The ant-Met DO-24 and DN-30 Mabs were previ-
ously shown to behave, respectively, as (ull or partial
receptor agonists on different responsive epithehal cells
(12 In particular, the latter could induce only motogen-
ic eflects, but not proliferation, invasiveness or tubulo-
genests. When tested on KS-IMM cells, the two Mabs
induced  wound  healing  with  the same  eflicacy
(Fig. 2A} in a dose-dependent manner (not shown). By
contrast only the DO-24 Mab (30100 nM), but not
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Fig. |. Different transduction pathways are activated by HGF in
KS-IMM cells, Qwescent cells were stimulated or not with HGEF (30 ng/
ml) for 12 min. { A,B,C) Totl cell ysates were run in SDS-PAGE and
probed in Western blot with different antibodies, spedfic for phosphaor-
ylated protem or the protein trrespective of phosphorylation state, (D)
Lyszutes were immunoprecpitated with anti-Gabl antibodies, run in
SDS-PAGE and probed in Western blot with antibodies specific for PY
and Gahl antbodies, (E) Lysates were immunopreapitated with anti-
PY and assaved for PL 3-kinase activity, as descoibed under Materials
and methods . Standard Pls were runin parallel and visualized with Iy on
the basiz of previously obtained chromatograms, Thizis a representabive
experiment out of the three (Western blot) or of the twa (P1 3-kinase
aszay) mdependent experiments performed.

the DN-30 Mab {even when used at very high concentra-
tions, up to 800 nM}), could induce an invasive response,
as analysed n the Transwell system, with filters coated
with the artificially reconstituted basal membrane
{Fig. 2B} or a proliferative response (Fig. 2C). The mito-
genic activity of DO-24 was dose-dependent, with a bell-
shaped curve, displaying maximal effect at 30 oM, which
was comparable to that induced by 50 ng/ml HGF (not
shown ).

All together these data show that also on KS-1IMM
D0-24 Mab behaves as a full agonist of Met, mimicking
all the biological effects induced by the natural hgand
HGEF, while DN-30 Mab 15 a partial agonist, able to
trigger only the motogenic response.

Monoclonal antibodies to HGF receptor stimudate
phosphorviation of Mer protein in KS-TMM celly and the
effect iv additive to the natural Kgand

Next, we investigated the signalling mechanisms that
could explain the differences in the biological responses
induced by the the two Mabs. Since they are all strictly

Fig. 2. IDnflerent agomist Mabs dizsect Met-mediated biclogical
responzes in KS-IMM cells. (A) Wound healing assay. Monolayers
of confluent, quescent cells were wounded and then treated with HGF
(25 ng/ml), DO-24 or DN-30 Mabs ( 30 nM) for 6 h, fized, and stained
with crystal vielet. Micrographs show representative cell fields. (B)
Invasive assay. Cells were mcubated in the upper compartment of
Transwells on Matrigel coated filters and the simuli (HGF: 30 ngfml;
D024 and DN-30 Mab: 50 0M) were added in the lower compart-
ment. After 48 h incubation, cells that had crossed the Matrigel and
attached to the lower side of the filter were fixed and stained with
crystal violet, Micrographs show representative cell fields. (C) The
mitogenk: activity of the three stimulators [HGEF; O, 30 ngfml; DO-24;
A, MM DN-30: W, 100 0M; unsimulited: O] was evaluated after
stimulating cells every second davs for 6 days, Cells were then fixed,
stained with crystal viokt, and solubilized. Colorimetric values were
evaluated on the basis of a calibration curve. These are representative
experiments out of the three independent experiments performed.

dependent on receptor phosphorylation [1,2,4], we con-
centrated on quantitative aspects. Preliminary experi-
ments  performed  to find  the optumal Mab
concentration for Met biochemical activation, showed
a bell-shaped curve, typical of bivalent stmulators, for
both Mabs (PY; Fig. 3A). The optimal Mab concentra-
tons were 15-45 and 135 oM, for DO-24 and DN-30,
respectively. This difference closely parallels the slight
difference m the Mab affinity for Met receptor (K
0.69 nM versus 2.64 nM) [12] When suboptimal concen-
trations of HGF {12 ng/ml) and either Mab (DO-24:
5nM; DN-30: 45 0M) were used in combination to
stimulate KS-IMM, an additive/synergistic effect was
observed (Fig. 3B). We concdude that the two Mabs
mimic the natural ligand in their ability to activate the
Met receptor expressed on KS-IMM cells.
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Fig. 3. Monoclnal antibodies to HGF receptor stimulate phosphorylation of Met protein in KS-IMM cells and the effect is additive to the natural
ligand. { A) Quiescent cells were stimulated with different concentrations of HGEF or agonist Mabs for 12 min, Met receptor was immunoprec pita ted
with specific antibodies from detergent cell lysates, and probed with ant-FY antibodies (P-Met) or ant-Met antibodies (Met), (B) Suboptimal
concentrations of HGEF (12ng/ml) and either Mab (IDO-24; 5 nhd; DN-30: 45 nb) were used in combination to stimulate quiescent cells for 12 min,
Representative experiments out of the three performed are reported. Quantifications of the phosphorylation normalized to the Met protein
irrespective of the phosphorylation state are reported in the graphs and are the mean of the three independent experiments + standard error of the
mean, The second band with higher molecular weight, detected in some experiments of Western blot with anti-Met antibodies, corresponds to the

intracellular Met precursor,

Only HGF receptor full agonists induce a sustained and
persistent activation of Met and ERK-1{2 MAPK, other
transducers being stimulated at the same levels by both
Jull and partial agonists

Each agonist was then used as stimulator of receptor
phosphorylation in a time-course experiment at its opli-
mal concentration. Both HGF and DO-24 Mab induced
a sustamed and  persistent tyrosine phosphorylation
from 10 min to 1h, starting to decline thereafter, and
reaching basal levels after Sh (Fig. 4A). In contrast,
the partial agomst DN-30 Mab induced a transient
receptor phosphorylation, which peaked at 10 mmn and
then dechned rapedly.

Next, downstream signalling pathways were ana-
lysed. ERK-1/2 MAPK activation displayed a clear dif-
ference upon incubation with the full agonists HGF and
DO-24 or the partial agonist DN-30. The formers -
duced a stronger and prolonged activation with a
biphasic kinetics peaking at 10 min and at 1 h after stim-
ulation (Fig. 4B). Thereafter the response started to de-
cline. In contrast, DN-30 Mab induced a significantly
lower level of ERK-1/2 phosphorylation, with only the
10 min peak. No significant differences were observed
in the activation of INK (Fig. 4C), PI 3-kinase activity

{Fig. 5) or in Gabl phosphorylation mduced by the
three stimulators.

It cun thus be concluded from all these data that,
while the INK and PI 3-Kinase pathways, as well as
the Gabl adaptor protein, are equally well activated fol-
lowing stimulation with full or partial Met agonists, Met
receptor, and ERK-1/2 MAPK are activated at sus-
tained levels and for prolonged periods of time only
by the [ull agomsts HGF and DO-24 Mabs, but not
by the partal agomst DN-30 Mabs.

Discussion

We report that in KS cells HGF acuvates the mam
transduction pathways activated m other cell types.
Moreover by use of two different Mabs, acting as partial
and full Met agonists, we could dissociate the motogenic
response from the profiferative and invasive ones and
show that the latter requires a sustained and long-lasting
activation of Met receptor and MAPEL In all these as-
pects HGF and the full agonist Mab displayed com-
pletely overlapping activities.

Met receptor activity has been studied mostly on epi-
thelial cells. Here we used KS, which are of mesenchy-
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Fig. 4. Only HGEF receptor full agomsts induce a sustwned and
persistent activation of Met protein and of MAPK, Quicscent cells
were simulated for different periods of time with HGF (30 ngfml) or
agomst Mabs (DO-24; 15 nM; DN-300 135 0M). Met (A) and Gabl
(1) immunoprecipitated from cell lysates were analysed in Western
blot for tyrosine phosphorylation with ant-PY antibodies, as
described in Figs. 1 and 3, Totl cell lysates were probed with
antibodies recognizing the tyrosine phosphorvlated forms of ERK-1/2
(B) or JNK (C). Graphs represent densitometric analysis of phos-
phorylated bands normalized versus their respective unphosphory lated
bands, Data are the means of three independent experiments =
standard error of the mean.

mal origin and express a functional Met receptor, which,
upon stimulation with HGF, activates programs of
motogenicity, proliferation, and invasiveness [10]. We
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Fig. 5. Both full and partial agonists actvate Pl *-kmase at stmilar
levels. The assay was performed on equal amounts of protens from cell
Iysates, as described in Fig, 1. Standard Pls were run in parallel and
visualized with I; on the basis of previously obtained chromatograms,
Thisis a representative experiment out of two mdependent experiments
performed, Only one forth of the sample stimulated with DO-24 Mab
for & h was run.

report herein that in KS cells HGF activates the ERK-
1/2 MAPE, INK, and PI3K pathways. Also the adaptor
Gab1 is phosphorylated upon HGF stimulation. STAT-
3 was found phosphorylated even in the absence of stim-
ulation; constitutive activation of this transducer was
described in many primary tumors and tumor cell lines
and was reported to be essential for n vitro transforma-
ton and in vivo tumorngenesis [14). The above transduc-
ers can be activated in KS cells also upon stimulation
with other cytokines/growth factors. Indeed, MAPK 15
phosphorylated upon treatment with HIV-1 tat protein,
GPCR of KSHV and OSM [15-17], JNK is activated
upon treatment by these factors, as well as by FGF
[15.18,19] while P1 3-kinase is activated upon treatment
with HIV tat protein and OSM [20,21]. The finding that
the main signalling pathways are shared among different
stimulators of K8 cells s not unexpected and can be eas-
iy explamed by the fact that these factors are all in-
volved in the pathogenesis of KS.

The possibility to induce selective biological effects,
among the many induced by pleiotropic growth factors,
in different pecubiar situations s a much debated 1ssue n
basic biology and opens to great therapeutic perspec-
tives [22]. In this context, by using two Mabs agonists
for Met receptor, we could dissociate the proliferative
and invasive responses {rom the motogenic effect. Both
Mabs could induce & motogenic response, but only the
DO-24 Mab displayed mitogenic and invasive activities.
It is thus shown once again that, among the different
responses, motogenicity is the one more casily induced
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upon Met receptor activation [23.24] The signalling
mechanisms could explain the different biological effects
exerted by the two agonist Mabs. In fact, we observed a
sustained and persistent Met receptor and ERK-1/2
MAPE activation in response to the full agonist Mab
DO-24, in contrast to a lower and transient receptor,
and ERK-1/2 activation in response to the partial ago-
nist Mab DN-30. No other differences were detected
when the other signalling pathways were considered.
That the ras-MAPK pathway played an essential role
in transducing Met-mediated proliferative responses al-
ready emerged also (rom previous studies performed
on epithelial or Met-transfected cells, in which specific
pharmacological mhibitors [25] or dommant negative
forms of the effector molecules [26], or mutated recep-
tors, unable to activate efficiently peculiar transduction
pathways [23.24] were used. Indeed, disruption of the
major Grb-2-dependent  activation pathway of ras-
ERE-1/2 significantly reduced Met-mediated cell trans-
formation, the low residual Grb-2-independent ERE-1/
2 activity being sufficient for the motogenic response
[23,24]. These data suggested For the first time that quan-
titative differences in signalling could control the out-
come of Met receptor stimulation. In line with this, it
was recently reported that a high level of Grb-2 ras-
EREK-1/2 pathway activation correlated with HGF-de-
pendent myoblast proliferation, while differentiation
required a low level of activation of this pathway [27]

Impaired signal activation was observed also upon
Met stimulation by other partial agonists. The chimeric
HGF-MSP molecule, endowed of trophic activity, but
devoid of invasive potential, induced only a transient
phosphorylation of ERK-1/2, Akt and Gabl 28] In
a more artificial model, dimerization of an enginecred
FKBP-Met chimeric truncated receptor, induced by
the bifunctional FKBP-domain specific ligand, clicited
only motogenic and morphogenic responses, but not
proliferation in hepatocyte precursor cells. This partial
agonist failed to induce the early peak of ERK-1/2 acti-
vation [29]. Also the HGF/NEKZ2 Met ligand, devoid of
proliferative potential, induced an impaired ERK-1/2
activation [30]. All together these data show that differ-
ent qualitative biological outcomes induced by partial
agonists rely on quantitative and temporal differences
in the ras-MAPK signalling pathway.

In contrast to the differences observed in the ERK-1/
2 activation induced by the two Mabs, similar responses
were detected when other transduction pathways were
analysed. Both full and partial agonists elicited a sus-
tuined and persistent activation of Gabl and PI 3-ki-
nase, and a shorter JNK  activation. These data
suggest that these molecules may be necessary eflectors,
but are not sufficient for a proliferative and invasive bio-
logical response in KS-IMM cells. Indeed, PI 3-kinase
activity s clearly involved in the HGF-dependent moto-
genic effect and cytoskeletal rearrangement [23,25], pro-

tection from apoptosis [5,21], and in the proliferative
response (31 In some cases PL 3-kinase lipid products
alone could sustain the progression through the latg
phase of the cell cycle (phase Gyp), substituting the
requirement of a second delayed pulse of mitogen [32]
The latter mechanism can be excluded in KS-IMM cells)
since a sustained and long lasting PI 3-kinase activity 1s
not sufficient to drive cell proliferation. No differential
response wis found for Gabl activation. This protein
is a4 key molecule in HGF mduced signalling and
through many tyrosine residues can recruit various eflec-
tors, such as PLC-y, SHPTP 2 phosphatase, essential for
activation of the morphogenic program [2.4], which)]
however, 15 not executed by KS-IMM cells. Gabl has
also been linked to PI 3-kinase. Indeed a reciprocal po-
sitive feedback seems to regulate the interaction between
these two proteins, since upon HGE stimulation more
Pl 3-kinase associates with Gabl than with the receptor
and, on the other side, PI 3-kinase is required for effecy
tive Gabl signalling (sce review [d]). In the case of
KS-IMM cells, the sustained and long lasting Gabl
phosphorylation could be mstrumental for maintaining
Pl 3-kinase activity.

The two Mabs display quantitatively different acti-
vation potential also at receptor level. Although both
of them induce its dimerization because of their biva-
lent structure, only the full agonist Mab can stabilizg
a conformationally active form of the Met receptor
for the time necessary to trigger a full signalling activa-
tion [12]. The different epitopes recognized by the two
Mabs play a critical role [12] These are different also
from the HGF binding site, since neither of them
cross-compete with HGF, but on the contrary show
additive effect with HGF. Significantly, another full
agonist Mab defines an epitope partially overlapping
the one recognized by the DO-24 Mab (Prat, personal
observation). The data so far available localize the epi-
topes recognized by the two Mabs in the Met B chain
ectodomain, while the binding site of HGF has been
mapped recently to the first 212 B chain amino acids)
folded in a P barrel domain [33). Further experiments
are needed to clarifly whether also the epitopes defined
by the Mabs are localized within the B barrel domain,|
The more potent receptor activation exerted by the full
agonist Mabs s probably due to a more effective phos-
phorylation of the two tyrosines in the kinase domain
(Y™ and Y'), which are the major targets of Met
enzymatic activity. This difference can then propagaty
to the two tyrosines within the docking sie (Y5
and YY) In the case of the partial agonist Mab)
the lower level of phosphorylation i the docking site
is compatible with the impairment of the Grb-2-ras-
ERK-1/2 MAPK pathway, which depends on Y™
phosphorylation, the maintenance of an intact poten-
tally phosphorylation-independent  activation of the
Gabl-PI 3-kinase pathway 23], and a basal level of
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EREK-1/2 MAPEK activity. Thus, by use of two mono-
clonal antibodies, acting as full or partial receptor
agonists, it 15 shown herein that specificity in the
Met-mediated bwlogeal responses can be achweved
through the graduated activation of a specific signal-
ling transduction pathway.

Finally, this work has shown that the DO-24 Mab
cun be a valuable substitute of the natural ligand
HGF, smee 1t mimicks 1ts activity in all brologieal and
brochemical aspects. This s partiwcularly interesting since
HGF 15 a complex molecule, which must undergo prote-
olytic cleavage in order to acquire biologeal activity, 15
gquite unstable, and can be sequestered by proteoglycans
associated to the cell surface or present in the extracellu-
lar matrx (see review [1,2.4]). By contrast, Mabs are cas-
ily produced, available in large amounts in purified
form, and definitively more stable than HGF, which
makes them potentially valuable for therapeutic applica-
tiwons, once they are eventually humanized [34], Sirmlar-
ly, the partial actrvity exerted by the DN-30 Mab
deserves further studies, since the possibility to activate
a selective HGF-anduced response may be exploited in
some peculiar situations.
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Discussione

Attualmente la ricerca cardiovascolare dimostra sempre piu 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 ¢ 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’attivita 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 ¢ espresso sulla membrana piastrinica, e che HGF agisce
sull’attivita piastrinica come modulatore negativo dello stimolo trombinico.
L’attivita di HGF ¢ 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). 1l solo stimolo di HGF come del PDGF
non ¢ in grado di evocare alcuna risposta biologica nelle piastrine. In particolare
HGF si ¢ dimostrato un modulatore negativo dell’aggregazione piastrinica indotta
dalla trombina. HGF agisce in maniera dose-dipendente e transiente. L’effetto
massimo di inibizione ¢ 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"* g/ml), concentrazioni
fisiologiche che dimostrano che I’effetto di HGF nelle piastrine ¢ mediato
dall’espressione del recettore ad alta affinita 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’attivita
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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 pud pero
ipotizzare una possibile via di azione di HGF. L’attivazione delle piastrine
avviene attraverso la modificazione strutturale dell’integrina, recettore del
fibrinogeno, O3, nota anche come GPIIb/IlIa, 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/Illa media I’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, Universita 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 ¢ aumentata dalla
stimolazione con HGF esogeno. HGF inoltre ¢ in grado di fosforilare il recettore e
cio 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 [’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 I’azione differenziativa
in senso cardiomiogenico di HGF su MSC, mediante blocco della proliferazione e
induzione dell’espressione di specifici marcatori cardiaci quali MHCa.

Gli studi condotti su linee stabili di cardiomiociti, dimostrano che gli anticorpi
monoclonali agonisti di Met, DO-24 ¢ NO-23, sono in grado di inibire 1’azione
apoptotica della doxorubicina, in modo simile ad HGF. Questo ci permette di
suggerire la possibilita di utilizzare queste molecole come sostituti di HGF nella

cardioprotezione da apoptosi.
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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
I’applicazione terapeutica nel campo cardiovascolare.

L’interazione HGF/Met ¢ nota per essere un elemento importante nello sviluppo e
nella progressione del sarcoma di Kaposi (Montaldo et al., 2000), tuttavia poco si
conosceva sulle modalita 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
modalita. Sono state utilizzate a tal fine due molecole anticorpali con proprieta 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 1’anticorpo
agonista totale DO-24 ¢ in grado di attivare tutte le risposte biologiche indotte da
HGF. Infatti si osserva una sovrapposizione delle attivita di HGF e DO-24,
mentre 1’anticorpo DN-30 ¢ in grado di evocare solo risposte di tipo motorio. Non
solo le differenze sono qualitative, ma sono state osservate delle differenze
quantitative, cio¢ 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 I’anticorpo DO-24 riesce ad evocare risposte
proliferative ed invasive. In particolare ¢ stata documentata una diversa modalita
di attivazione del sistema delle MAPK: I’agonista totale DO-24 induce
un’attivazione sostenuta e protratta per lungo tempo delle MAPK ERK1/2, che
consente 1’attivazione di risposte mitogene, mentre 1’agonista parziale DN-30 ¢ 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 capacita di
attivazione del recettore quantitativamente diverse. Entrambi sono in grado di
indurre dimerizzazione di Met, data la loro struttura bivalente, ma solo 1’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 ¢ 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 modalita di attivazione delle risposte proliferative ed invasive di HGF in
cellule di Kaposi (KS-IMM) che solo I’anticorpo DO-24, agonista totale ¢ in
grado di attivare tutte le vie biochimiche e mimare completamente le risposte
biologiche evocate dal ligando naturale HGF, mentre 1’anticorpo agonista parziale
DN-30, riesce solo a stimolare risposte di tipo motorio, attivando vie trasduzionali
diverse e con modalita diverse.

In conclusione possiamo affermare che I’impiego di anticorpi monoclonali
agonisti del recettore Met sono assai vantaggiosi sia in ambito terapeutico, che di
ricerca. La molecola di HGF infatti ¢ una molecola complessa, che va incontro a
taglio proteolitico per acquisire attivita biologica, ¢ abbastanza instabile e in vivo
pud 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 quantita,
relativamente poco costosi € sono molecole molto piu stabili del ligando naturale
HGF. Attualmente inoltre le tecniche di biologia molecolare sono sempre piu
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 1’impiego terapeutico,
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riducendo effetti collaterali quali HAMA; sia in ambito di ricerca, per ottenere
strumenti di indagine sempre piu maneggevoli ed efficaci, anticorpi “single
chain” utilizzabili come inibitori dell’attivazione recettoriale. Per concludere la
possibilita 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 possibilita 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 qualita 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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