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Introduzione



Il Neuroblastoma

Il neuroblastoma € una neoplasia del nevrasse a localizzazione extracranica altamente
maligna e con elevata capacita metastatizzante che interessa originariamente i tessuti del
sistema nervoso periferico. Rappresenta la principale neoplasia maligna solida della prima
infanzia essendo responsabile di circa il 15% dei decessi per tumore in eta pediatrica.

La trasformazione cancerosa € a carico dei neuroblasti, cellule indifferenziate di
derivazione neuroectodermica, da cui originano gangli nervosi e neuroni periferici. Tali
popolazioni cellulari presentano origini comuni a cellule epiteliali ed annessi cutanei: cio
puo spiegare la possibile morfologia epitelioide e la classica forma poliedrica.

Monitorando I'espressione sequenziale di geni correlati alla maturazione e allo
sviluppo neuroblastico e stata identificata I'origine del fenomeno neoplastico nell’arresto
differenziativo dei neuroblasti durante la morfogenesi e nella trasformazione cancerosa a
vari stadi del differenziamento neuronale.

Alla classe di tumori neuroblastici appartengono, inoltre, il ganglioneuroblastoma
(forma differenziata del neuroblastoma che colpisce cellule gangliari e fibre nervose) e |l
ganglioneuroma (forma tumorale ben incapsulata che interessa cellule gangliari mature e
cellule di Schwann). 1l neuroblastoma, in particolare, si dimostra occasionalmente
associato ad alcuni disordini legati allo sviluppo della cresta neurale, tra cui i pit comuni
sono la neurofibromatosi e la malattia di Hirschsprung (agangliosi del colon).

In alcuni pazienti, soprattutto nei bambini, il tumore puo svilupparsi e metastatizzare
oppure regredire spontaneamente per differenziamento cellulare (Brodeur et al.,, 1988),
mentre negli adulti in genere il neuroblastoma si differenzia in ganglioneuroma.
Allorguando vadano in contro a differenziamento le cellule di neuroblastoma assumono la
morfologia tipica del neurone: a livello macroscopico si osserva la presenza del classico
pirenoforo e di strutture simil assoniche come risultato di un profondo riarrangiamento
molecolare a livello citoscheletrico (Haase et al.,, 1999). Le cellule di neuroblastoma
umane presentano quindi due distinti fenotipi morfologici, uno neuroblastico (N-type),
caratterizzato da processi neuritici e fenomeni biochimici tipici neurali e uno epiteliale (S-
type), con caratteristiche biochimiche di cellule di Schwann immature, gliali o melanociti.
Un terzo fenotipo intermedio biochimicamente e morfologicamente tra N-type e S-type é

indicato come I-type. Le cellule I-type possono essere considerate dei precursori
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multipotenti delle N-type e S-type, ma i “pathway” che portano a questa “trans-
differenziazione” non sono, a tutt'oggi, chiariti (Melino et al.,, 1997).

In definitiva i neuroblastomi rappresentano un ottimo modello di studio per |l
differenziamento, un’opportunita unica per analizzare i segnali di maturazione di specifiche
linee cellulari ed esaminare come alterazioni del meccanismo di differenziamento
svolgano un ruolo fondamentale nella genesi e nello sviluppo tumorale (Israel, 1993).

Capire i segnali cellulari che mediano la maturazione di cellule con origine
ectodermica permetterebbe, inoltre, di identificare i meccanismi alla base del fenomeno
neoplastico e di mettere a punto strategie terapeutiche piu specifiche ovvero meno

tossiche e con minor rischio di resistenza.
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Fig . 1: Regioni della cresta neurale.



Incidenza e fattori predisponenti

by

Il neuroblastoma €&, con l'esclusione delle neoplasie del cervello, il tumore solido piu
frequente nei bambini rendendo conto del 8-10% di quelli tipici dell'infanzia (Voute et al.,,
1984). Studi epidemiologici mostrano come questo colpisca con incidenza maggiore |l
sesso femminile e i bambini di razza bianca (Voute et al.,, 1984).

La diagnosi avviene mediamente intorno ai 22 mesi ed alcuni studi mostrano la
presenza di due picchi d’'incidenza, uno antecedente il primo anno d’eta ed un secondo tra
i due e i quattro anni. Il riscontro diagnostico entro I'anno di vita € associato ad una buona
probabilita di sopravvivenza per regressione della forma tumorale; in eta piu avanzata si
evidenzia invece un’evoluzione a ganglioneuroma associata ad una prognosi meno
favorevole.

| fattori predisponenti I'insorgenza di questa neoplasia sono tanto ambientali quanto
ereditari. Una correlazione tra la comparsa del neuroblastoma ed esposizione a tossici
ambientali non é stata ancora definita, ma alcuni studi suggeriscono una connessione
marcata tra esposizione prenatale a idantoina, fenobarbitale e alcool ed il verificarsi della
patologia neoplastica (Allen et al.,, 1980).

A tutt'oggi, non e stata identificata una sindrome genetica o0 un’anomalia congenita
che possa essere associata alla predisposizione per il neuroblastoma, anche se il 22% dei
bambini affetti da tale patologia sembra avere una predisposizione genetica di tipo
autosomico dominante (questo vuol dire che e sufficiente la presenza del difetto in uno dei
genitori perché sia trasmesso al figlio). Un’altra ipotesi “genetica” per l'insorgenza del
neuroblastoma in bambini & legata ad un evento “mutazionale” intercorrente in cellule della
linea germinale (Brodeur et al.,, 1993).

La teoria piu accreditata per la forma tumorale in cui non é riscontrabile una base
ereditaria e quella per cui la trasformazione neoplastica sia il risultato di due mutazioni
post-zigotiche in una singola cellula oppure di una prezigotica seguita da una seconda
post-zigotica (Brodeur et al.,, 1993). Mediante I'analisi del cariotipo, infatti, sono state
evidenziate numerose anomalie: la principale € la delezione del braccio corto del
cromosoma 1 che, associata alllamplificazione delloncogene myc, sul medesimo
cromosoma, porta alla forma tumorale piu maligna. Di seguito passeremo brevemente in

rassegna le principali anomalie riscontrate in pazienti affetti da neuroblastoma.



Riarrangiamenti sul cromosoma 1

La delezione del braccio corto del cromosoma 1 (1p) rappresenta I'anomalia citogenetica
caratteristica dei tessuti tumorali e delle corrispondenti linee cellulari. Ad essere coinvolta

e la regione compresa tra 1p36.1 e 1p36.3 con probabile perdita o soppressione di geni

critici per il controllo della progressione tumorale.

della neoplasia (Maris et al., 1997).

La traslocazione 1p-17q € associata ad un aumento della frequenza d’'insorgenza
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Fig. 2: Mappa citogenetica del braccio corto del cr

omosoma 1.




Espressione e amplificazione di myc

L’'oncogene n-myc € amplificato in molte linee cellulari di neuroblastoma e in circa il 25%
dei tumori primari. Il locus di tale gene si trova a livello della porzione distale del braccio
corto del cromosoma 2. L’amplificazione comporta rapida progressione della forma
tumorale indipendentemente dallo stadio del tumore e dalleta del paziente; questo
suggerisce che tale riarrangiamento € una proprieta biologica intrinseca dell'aggressivita
del neuroblastoma (Lanzkowsky P.,1994).

E' importante sottolineare che amplificazione di myc e delezione 1p sono correlati;
probabilmente la delezione precede I'amplificazione che risulterebbe facilitata dalla

rimozione di geni regolatori sul cromosoma 1 (i principali candidati sono HKR3 e DAN).

Espressione dei recettori per i fattori di crescita nervosi Trk

Importante nello sviluppo clinico e biologico del neuroblastoma e il ruolo dei geni che
codificano per una classe di protein-chinasi recettoriali, dette Trk (A, B, C), in grado di
fosforilare i propri substrati specificamente su residui di tirosina. Tali proteine individuano
la famiglia di recettori per le neurotrofine quali, ad esempio, il Nerve Growth Factor (NGF)
ed il Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF). Questi ultimi svolgono diverse funzioni
nella fisiologia del sistema nervoso promuovendo la sopravvivenza, la crescita e |l
differenziamento di diverse classi di neuroni.

In cellule di neuroblastoma, linterazione NGF/TrkA promuove l'arresto della
crescita ed il differenziamento in senso neuronale mentre quella tra BDNF ed il suo
recettore, TrkB, determina sopravvivenza e crescita neuronale. E’, altresi, interessante
notare l'esistenza di una correlazione inversa tra I'espressione di TrkA (gpl40trk-A) e
I'amplificazione dell'oncogene myc; cio spiegherebbe il blocco differenziativo osservato in
cellule esprimenti livelli abnormi delloncogene. Sulla base di queste osservazioni,
un’adeguata espressione di TrkA (cosi come dellomologa TrkC) rappresenta un aspetto
positivo nella valutazione della prognosi clinica dei neuroblastomi. Per quanto concerne
TrkB, questo supporterebbe la sopravvivenza cellulare in presenza di NGF. In questo caso
la forma “full-lenght” (gp145, TrkB) e associata allamplificazione dell'oncogene myc e ad
una prognosi negativa mentre la forma tronca (gp95trk-B) priva del dominio tirosin-
cinasico € predominante nei tumori differenziati (Brodeur et al., 1997, Lucarelli et al., 1997,
Eggert et al., 2002). Per i motivi sopra elencati le Trk rappresentano quindi un bersaglio

ideale nello sviluppo di una terapia che intervenga sui meccanismi di differenziamento.



Caratterizzazione genetica dei neuroblastomi

In base alle caratteristiche citogenetiche si identificano tre gruppi di tumori (Brodeur

1995,1997) :

Caratteristiche Tipo | Tipo Il Tipo I
MYCN Normale Normale Amplificato
TRKA Alto Variabile Basso

Eta Inferiore a 1 Superiore a1 Entro i 5 anni
anno anno

Stadio 1,2,4S 3,4 3,4

Sopravvivenza 95% 25-50% <5%

Caratteristiche cliniche

Le manifestazioni cliniche e la prognosi dipendono dalla posizione della massa tumorale
primaria, dall'estensione di questa, dall'eta del paziente al momento della diagnosi e dal
grado di differenziamento istologico (Shimana et al., 1984).

Nei bambini, in oltre un terzo dei casi, la malattia esordisce nelladdome e interessa
prevalentemente i surreni mentre nella quota restante ad essere interessati sono i gangli
del sistema simpatico nella regione paravertebrale mediastinica e lombare con metastasi
che, in genere, si manifestano a livello linfonodale, ematico e scheletrico.

Raramente il neuroblastoma pud originare dai gangli intramurali dell’utero,
dell'intestino e della vescica e in questo caso e spesso associato a malformazioni di questi
organi.

Nell’adulto il tumore insorge preferenzialmente nel capo, nel collo e nelle gambe.
Nel caso si verifichi regressione spontanea della neoplasia per differenziamento e
apoptosi cellulare massiva permangono in situ aree fibrotiche tendenti alla calcificazione.
In tutti i casi citati, il quadro sintomatologico e conseguente alla compressione meccanica.

| tumori primari localizzati a livello del collo e della testa si presentano come
“masse” palpabili, sono in genere associati ad esoftalmo, miosi, difetto di sudorazione e
colpi di calore dal lato della faccia interessato con possibile paralisi (Sindrome di Bernard-
Soullier). Nelle localizzazioni a livello addominale la sintomatologia € rappresentata da
vomito e perdita di appetito; anche in questo caso la massa tumorale e riscontrabile alla

palpazione.



L’interessamento della parte alta del torace, determinando compressione linfatica,
causa di infezioni polmonari, dispnea e disfagia. Sintomi “nervosi” si registrano quando |l
tumore € localizzato nell’area paraspinale: ipotonia, atrofia, areflessia (mancanza di
riflessi) o iperreflessia (esasperazione dei riflessi), scoliosi, disfunzioni della vescica e

dello sfintere anale (Lanzkowsky P., 1994).

Classificazione istologica

Il neuroblastoma puo essere diviso in due categorie in base a caratteristiche
istopatologiche e all'eta del bambino (Brodeur et al., 1988). Considerando le
caratteristiche citologiche tessutali la classificazione € legata alla valutazione di:
* presenza o assenza dello stroma di Schwann
» difetto di maturazione cellulare
* MKI (indice mitotico) :
grado 1, basso indice mitotico o calcificazione presente
grado 2, basso indice mitotico e calcificazione presente

grado 3, calcificazione assente e indice mitotico alto.

Sulla base dei reperti istologici possono essere identificati quattro stadi nell'evoluzione
della patologia:
l. Il tumore appare confinato nell'organo d’origine; non sono presenti residui tumorali
microscopici; linfiltrazione tumorale dei linfonodi regionali € negativa; sono assenti le
metastasi distali.
II. 1l tumore si estende con continuita oltre i confini dellorgano di origine senza
oltrepassare la linea mediana, i linfonodi possono 0 meno essere colonizzati da cellule
tumorali; si puo verificare rottura della capsula tumorale.
lll. 1l tumore si estende con continuita oltre la linea mediana; i linfonodi possono essere 0
meno “metastatici”. Sono assenti le metastasi in altri organi.
IV. Metastasi interessano visceri, linfonodi distali, tessuti molli e scheletro.
IV-S.(Speciale). Pazienti la cui malattia dovrebbe essere classificata come stadio | o Il, ma

con interessamento di fegato, cute e midollo osseo.

Protocolli terapeutici

Tre sono gli approcci terapeutici attualmente in uso: chirurgico, chemioterapico e

radioterapico (Niethammer et al., 1995). Il trattamento d’elezione & quello chemioterapico,
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eccezion fatta per i casi in cui sia possibile rimuovere chirurgicamente la massa tumorale
0 questa si presenti allo stadio 4S (Brodeur et al., 1988).

| principali agenti chemioterapici, riconosciuti efficaci nel trattamento del
neuroblastoma, sono ciclofosfamide, cisplatino, doxorubicina, teniposide ed etoposide
generalmente somministrati in associazione al fine di sfruttarne I'azione sinergica (National
Cancer Institute).

Tra i protocolli piu usati :

» OPEC/OJEC

e OJEC rapido

» Fattori di crescita ematopoietici.
La decisione di rimuovere il tumore e legata alla sua localizzazione, al coinvolgimento dei
principali vasi sanguigni e alla tempestivita della diagnosi. La complicazione piu frequente
legata al trattamento chirurgico € l'insorgenza della sindrome di Horner.

Nei casi in cui la localizzazione del tumore e I'eta del bambino lo suggeriscano
viene impiegata la terapia con radiazioni ionizzanti in un “range” compreso tra 15-30 Gray,
in genere associata al trattamento chirurgico o chemioterapico.

Altri trattamenti farmacologici sono in studio come l'uso di anticorpi monoclonali
diretti verso il GD2 ganglioside (gia attuale) o la stimolazione delle risposte di difesa
“cellulo-mediate” con interleuchina 2 (ancora in fase sperimentale).

L'uso di agenti differenzianti, grazie agli incoraggianti risultati ottenuti, rappresenta
oggi piu che mai l'ultima frontiera nella ricerca di terapie efficaci in associazione con lo
studio dei meccanismi molecolari alla base del fenomeno neoplastico geneticamente

determinati.
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Genesi del cancro

Proliferazione cellulare, differenziamento e apoptosi sono in parte mediati da segnali
comuni e non ancora del tutto chiari. L'omeostasi cellulare e legata al risultato della
continua integrazione di questi segnali che risultano alterati nella genesi tumorale; in
guesto senso la neoplasia pu0 essere interpretata come un disordine risultante dal
mancato bilanciamento tra proliferazione e morte cellulare.

Numerosi progressi sono stati compiuti negli ultimi due decenni sull'identificazione
delle basi molecolari del fenomeno neoplastico; cido ha permesso lintroduzione di
rivoluzionari metodi di trattamento mirati ad intervenire sulle basi molecolari della
cancerogenesi. Neoplasie possono svilupparsi in quasi tutti i tessuti dell’'organismo e molti
di questi possono ospitare piu tumori: diverse sono quindi le caratteristiche morfologiche e
topografiche; ne deriva che ciascuna neoplasia ha caratteristiche peculiari ma i
meccanismi di base sembrano essere simili.

Alcune caratteristiche delle cellule embrionali, tra cui la capacitd di riprodursi
attivamente, nei tumori diventano condizione permanente e autonoma. Le cellule “normali”
si riproducono solo quando vengono istruite in proposito e cio affinché ogni tessuto
mantenga le dimensioni e la struttura appropriate ai bisogni dell’organismo. A
caratterizzare il comportamento biologico dellle cellule tumorali € I'insensibilita agli usuali
meccanismi di controllo della proliferazione cellulare con alterazione del bilancio
proliferazione/morte a favore della proliferazione.

I tumori benigni si differenziano da quelli con maggiore aggressivita biologica
poiché, pur presentano indipendenza proliferativa e sviluppo espansivo, crescono
comprimendo i tessuti vicini si da mantenere con essi i rapporti di contiguita in assenza di
infiltrazioni. Se I'asportazione della massa tumorale € totale, essi difficilmente recidivano;
possono pero trasformarsi in forme maligne.

Le cellule neoplastiche maligne assumono aspetti morfologico-funzionali diversi da
guelle d'origine, possedendo la capacita di migrare in siti distanti dal locus primario
(formando masse tumorali metastatiche) e di invadere i tessuti circostanti. | tumori costituiti
da queste cellule diventano sempre piu aggressivi con il passare del tempo distruggendo
organi e tessuti, con debilitazione generale dell’'organismo (cachessia) e morte in breve
tempo. Questo tipo di evoluzione e da attribuire, probabilmente, alla selezione di cellule
con un fenotipo piu spiccatamente maligno.

Cio che caratterizza le cellule tumorali é:
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1. la perdita del controllo:
a) proliferativo e del potenziale replicativo, cid che permette di distinguere tumore e
iperplasia. In genere la cellula continua a duplicarsi per un certo numero di
generazioni e termina il suo ciclo vitale attraverso la morte programmata. Questo
non vale per le cellule tumorali che diventano immortali e continuano a proliferare;
b) di posizione, per alterazione delle molecole di adesione; cio permette alle cellule
di “camminare” le une sulle altre. Questa caratteristica viene identificata come
perdita dell'inibizione da contatto;
c) di territorio, la cellula tumorale puo spostarsi dal sito d’origine e diffondere
nell’organismo per alterazione del suo programma genetico.
2. latipia:
la cellula tumorale € morfologicamente ed istologicamente atipica. Le differenze
sono di ordine chimico, metabolico, funzionale e comportamentale. A questa e
associata l'anaplasia, alterazione del differenziamento con perdita delle sue
caratteristiche specifiche;
3. l'eterogeneita:
che puo essere istogenica (dipende dal tessuto d’origine), istiotipica (nell'ambito
dello stesso tumore vi possono essere cellule di diverso tipo) e tumorale (per
selezione delle cellule con il fenotipo piu maligno).
In conclusione le cellule tumorali discendono tutte da una cellula ancestrale che
attua un programma di riproduzione incontrollata.
La trasformazione maligna di una cellula &€ promossa dall’'accumulo di mutazioni in
classi specifiche di geni, i proto-oncogeni e i geni oncosopressori, capaci di
modulare la proliferazione cellulare in senso rispettivamente positivo e negativo.
Diversi sono gli eventi che possono modificare le funzioni fisiologiche associate ai geni
sopra citati. Nel caso dei proto-oncogeni, questi potrebbero perdere la capacita di “sentire”
i segnali di arresto del ciclo per mutazione nei siti di interazione con molecole regolatorie.
In altri casi vi potrebbe essere una produzione eccessiva delle proteine da questi
codificate, tale da sopraffare i meccanismi usualmente preposti al controllo della loro
attivita. Per i geni oncosoppressori I'eventualita piu frequente e data da mutazioni nella
sequenza nucleotidica tali da impedire la traduzione proteica o, in altre circostanze, da
generare proteine non funzionali, incapaci cioé di bloccare il ciclo proliferativo. In
particolare I'alterazione di geni codificanti per p53 e pRb e stata riscontrata in una elevata

percentuale di forme tumorali.
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p53 rappresenta un vero e proprio sistema di difesa per preservare l'integrita genomica,
tanto che, in presenza di danni a carico del DNA genomico, viene attivata nella sua
funzione di fattore di trascrizione. In questa maniera p53 determina, attraverso una
intricata rete di segnali, il blocco del ciclo proliferativo necessario perché gli enzimi
preposti alla riparazione del danno genetico abbiano il tempo di agire. Nel caso in cui
'entitd dell'insulto genetico sia tale da sopraffare i processi di riparazione intrinseci alla
cellula, p53 determina la morte “programmata” della stessa (apoptosi).

La proteina Rb rappresenta, in condizioni normali, il principale freno del ciclo
cellulare. La sua inibizione, operata per fosforilazione dal complesso ciclica D/cdk4,
permette la progressione in fase S rilasciando il fattore di trascrizione E2F, con il quale e
abitualmente accoppiato. Quest’ultimo, libero di traslocare nel nucleo, attiva la sintesi di
proteine necessarie per l'attuazione del ciclo cellulare.

In genere perché si sviluppi un tumore maligno devono verificarsi mutazioni in
almeno cinque o sei geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare, accompagnate da
riarrangiamenti in altri geni che conferiscono capacita invasiva e metastatizzante alle
cellule neoplastiche.

La cancerogenesi chimica ha permesso di identificare i tre momenti fondamentali

nella genesi del tumore: I'iniziazione, la promozione e la progressione.

Iniziazione: processo per cui in un organismo viene indotta la formazione di cellule
diverse, “iniziate”, ma non ancora neoplastiche. Cio si verifica a fronte di una lesione
biochimica e di almeno un ciclo di proliferazione necessario per fissare il danno che in
genere € localizzato su geni deputati al controllo della proliferazione o del
differenziamento. La cellula iniziata risulterebbe cosi essere resistente alla morte cellulare
indotta con presidi farmacologici o sostanze tossiche.

L’iniziazione porta a genesi tumorale solo se si verificano eventi “mutazionali”
subentranti quello primario. Questa prima fase é rapida e irreversibile ed & importante
sottolineare che:

* mutazioni del DNA non codificante sono fenotipicamente silenti e mutazioni di geni

non coinvolti nel controllo e nel differenziamento cellulare non provocano il cancro;

» esistono meccanismi di controllo che riducono la possibilita di fissazione del danno

anche a costo di indurre morte della cellula;

* in questo stadio non esiste ancora il tumore ma solo una cellula potenzialmente

pericolosa.
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Promozione: fattori extracellulari promuovono la proliferazione cellulare in modo aspecifico
e con meccanismi non ancora del tutto noti. Si verifica espansione clonale della cellula
“iniziata” che recepisce lo stimolo proliferativo in maniera diversa dalle cellule normali.
Queste ultime possono seguire destini diversi: oltre la proliferazione seguono la via del
differenziamento e della morte cellulare; tutto cio contribuisce alla formazione di una

lesione benigna o pre-neoplastica. Questa seconda fase puo durare parecchi anni.

Progressione: e la fase piu temibile, caratterizzata dall’evoluzione della lesione pre-

neoplastica; condurra alla manifestazione clinica della neoplasia nei suoi aspetti pit gravi.

Nel corso della progressione si formano varianti cellulari capaci di resistere agli
attacchi farmacologici ed immunologici per selezione di cellule con il fenotipo piu
aggressivo.

Formazione e sviluppo tumorale dipendono da una serie di eventi molecolari che
non si esauriscono con la formazione della massa primaria ma continuano a verificarsi. Il
tumore e quindi un’entita dinamica suscettibile a modificazioni; da cio dipende la comparsa
di nuove caratteristiche fenotipiche. La curva di crescita di una neoplasia presenta un
andamento trifasico: di latenza, di accrescimento esponenziale e di crescita lenta.

Trascurando le cellule che abbandonano il tumore primario per metastatizzare, si
puo ritenere che l'accrescimento della massa tumorale nel suo insieme dipenda
sostanzialmente dal bilancio dinamico tra la riproduzione e la morte cellulare. In tale

ambito angiogenesi, invasivita e metastatizzazione presentano un ruolo chiave.
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Ceramide: struttura e sintesi

La ceramide strutturalmente é costituita da un residuo di sfingosina e da un acido grasso

uniti tramite un legame amminico.

Fig. 3. Struttura della C2-Ceramide.

Dal punto di vista biologico i siti piu importanti di reattivita sono:

+ | carboni dalla posizione 1 alla 5 appartenenti al residuo di sfingosina;

+ i due gruppi ossidrilici in posizione 1 e 3; in particolare quello in C1 che e sede dei
possibili legami della ceramide con gli zuccheri per formare glicosfingolipidi;

+ il gruppo amminico di legame tra le due subunita strutturali;

+ la stereochimica del doppio legame in posizione 4-5 di tipo trans (Fig. 3).

Possibili variazioni nella struttura possono comportare da un lato la perdita di attivita
dall’ altro un aumento della tossicita della molecola; ad esempio l'idrogenazione del doppio
legame rende inattiva la molecola e cio conferisce notevole importanza a quelle
modificazioni strutturali ai fini dell'induzione della morte cellulare (Kishida et al., 1997). Il
possibile ridimensionamento della lunghezza della catena dell’acido grasso determina
invece tossicita cellulare, e la possibile sostituzione del gruppo carbossilico del legame
ammidico con un metilene aumenta la potenza della ceramide come stimolo apoptotico.
Effetto che si verifica per diminuzione della velocita di idrolisi con conseguente aumento

dell’'emivita della ceramide (Karasavvas et al., 1996).
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Sintesi

La ceramide pu0 essere generata attraverso due vie sintetiche differenti:
1- via sfingomielinasi-dipendente

2- via di neosintesi

1 - Le sfingomielinasi sono gli enzimi piu studiati per valutare il metabolismo lipidico;
vengono attivati in risposta a stimoli esterni di diversa natura e promuovono l'inizio del
ciclo della sfingomielina. Attualmente, sono noti cinque diversi enzimi identificati in base al
pH ottimale per lo svolgimento della loro funzione, alla localizzazione cellulare e alla
dipendenza cationica (Perry et al., 1998). La prima forma enzimatica di sfingomielinasi
scoperta é stata quella acida (A-SMase). Tale attivita risiede in compartimenti acidi come
gli endosomi o i lisosomi e si ritrova come forma solubile nel citosol e nell’ambiente
extracellulare legato alla membrana plasmatica; la sua azione si svolge in maniera
ottimale ad un pH intorno a 5, ma recenti studi hanno evidenziato la sua attivita anche a
pH neutro e in presenza di ioni Mg®* e Zn**. Dopo I'avvenuta clonazione si & ipotizzato che
'enzima sia prodotto dall’espressione di un gene conservato e abbia un ruolo importante
nell'apoptosi indotta da radiazioni (Schissel et al., 1996). Entrambe le forme di
sfingomielinasi acida sono codificate dallo stesso m-RNA e non derivano da forme di
splicing alternative (Schissel et al., 1996). Una sua possibile carenza é stata riscontrata
nella malattia di Niemann-Pick di tipo A e B. La forma neutra (N-SMase) Mg?-
indipendente é stata parzialmente purificata da cellule HL-60 trattate con vitamina D; ne
sono state ritrovate due forme che differiscono per localizzazione, una presente nel
citosol, l'altra legata alla membrana cellulare. Altre forme attive a pH alcalino sono state
riscontrate a livello del tratto gastro-intestinale ed il loro substrato e la sfingomielina
localizzata a livello della membrana cellulare. La sintesi della ceramide avviene tramite
allontanamento di una molecola di fosforilcolina dalla sfingomielina una rapida azione della

sfingomielinasi (uno-tre minuti) (Adam et al., 1996).
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STIMOLI INDUCENTT L ATTIVAZIONE DELLA VIA SFINGOMIELINICA

TNF-a Stress ossidativo
IL-1 Complemento C5b
CD28 Daunorubicina
y-Interferon Vincristina
Vitamina D3 Deprivazione di siero
NGF Progesterone
CD95-L uv
Heat Corticosteroidi
PDGF Radiazioni ionizzanti

2 - La sintesi de novo di ceramide viene indotta sulla superficie del reticolo
endoplasmatico grazie all’azione della serina-palmitoil-transferasi in una reazione di
condensazione che da luogo a chetosfinganina e palmitoil-CoA. L'enzima successivo, la
chetosfinganina reduttasi, riduce il gruppo chetonico promovendo la sintesi di sfinganina.
L'ordine della sequenza degli eventi successivi, N-acilazione e formazione del doppio
legame, nella sintesi della ceramide e stato difficile da individuare fino alla dimostrazione
che la sfinganina € inizialmente N-acilata dalla diidroceramide-sintetasi (Ong et al., 1973;
Merrill et al., 1986). Questa reazione €& poi seguita dall'introduzione del doppio legame
catalizzato dalla diidroceramide denaturasi (Michel et al., 1997) che risiede sulla superficie
tiolici (Michel et al., 1997), sottolineando I'importanza della stato di ossido-riduzione della

cellula nella regolazione dei livelli intracellulare di ceramide (Fig. 4).
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Fig. 4. Schema della sintesi de novo della ceramide.
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Sfingolipidi e loro ruolo nella fisiologia e fisiop atologia

neuronale

La ceramide, lipide appartenente alla classe degli sfingolipidi isolato per la prima volta nel
1874 dallo studioso Thudichum, € un componente critico nell'induzione dell'apoptosi e
nella regolazione di altre risposte cellulari quali la differenziazione, I'arresto del ciclo
cellulare e la senescenza (Okazaki et al., 1990; Jayadev et al., 1995; Venable et al., 1995;
Ping et al., 1997). La ceramide e una molecola fondamentale ed € un componente
strutturale comune dei lipidi essendo un prodotto del loro metabolismo. Tutti gli sfingolipidi
contengono ceramide come componente a base idrofila, e derivano da una ceramide
attraverso vie biosintetiche in cui avviene una modificazione nella posizione 1- idrossilica
della ceramide stessa.

Sebbene esista una grande abbondanza di informazioni sulla struttura,
metabolismo, e [attivita biologica degli sfingolipidi di membrana (specialmente sui
glicosfingolipidi), il ruolo degli sfingolipidi nella trasduzione del segnale e stato fino a poco
tempo fa poco apprezzato.

Numerosi sono gli agenti extracelllulari, come il calcitriolo, che agisce su recettori
intracellulari, il TNF-a, il y-interferon e l'interleuchina-1, in grado di attivare lidrolisi della
sfingomielina per generare ceramide pur rimanendo poco chiaro il meccanismo che lega
I'occupazione del recettore e l'attivazione della sfingomielinasi. Dati recenti, condotti anche
in sistemi cell-free, suggeriscono che il TNF-a possa indurre [lattivazione della
sfingomielinasi attraverso il coinvolgimento di fosfolipasi A, (PLPA,) e la generazione di
acido arachidonico come meccanismo di interazione intermedio.

Nello schema rappresentato in Fig. 8 viene proposto il ruolo della sfingomielina nel
segnale di trasduzione e il ruolo di ceramide come secondo messaggero. L’azione di un
ligando (L), come TNF-a o IL-1, che si lega al recettore, determina l'attivazione della
sfingomielinasi che a sua volta causa idrolisi della sfingomielina di membrana e
generazione di ceramide. L’effetto finale della sintesi e dell’azione di ceramide assume
particolare rilevanza in quanto € strettamente correlato con specifici fenomeni quali
'induzione del differenziamento, I'arresto del ciclo cellulare e/o I'apoptosi.

Recentemente é stato dimostrato il rapporto tra stimolazione esogena con ceramide
ed esposizione in membrana di Fas-L (Gupta et al., 2001). A questa si associano

osservazioni su una stretta correlazione tra livelli intracellulari di ceramide ed espressione
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di Bcl-2, Bel-xl e Bax, tutte proteine appartenenti alla famiglia di Bcl-2. Questo gruppo si
compone di membri, quali Bcl-2 e Bcl-xl, con funzione di protezione da insulti citotossici di
varia origine, ed altri, veri e propri mediatori del danno mitocondriale tipico dell’'apoptosi,
tra cui Bid, Bad, e Bax (Reed et al., 1997). Sia i primi che i secondi agiscono a livello del
mitocondrio influenzandone il potenziale di membrana e la permeabilita ad alcune proteine
guali il citocromo c (cit ¢), protagonista della fase esecutiva della apoptosi (Green e Reed,
1998). La localizzazione di queste proteine a livello mitocondriale definisce lo stato di
attivazione tanto in un senso anti- quanto in quello pro-apoptotico (Reed et al., 1997).

La ceramide, inoltre porterebbe all’attivazione di peculiari enzimi proteolitici, quali le
caspasi e le catepsine lisosomiali che contribuiscono alle fasi induttiva ed esecutiva
dellapoptosi (Green e Reed, 1998). Inoltre la ceramide sembra modulare I'attivita di
alcune molecole bersaglio, tra cui la protein chinasi C isozima (, la fosfatasi proteica
attivata da ceramide (CAPP), la protein chinasi attivata da ceramide (CAPK). Questi
“target” una volta attivati, mediano I'azione di ceramide in alcuni eventi intracellulari, come
l'attivazione di NF-kB, [lattivazione del gene Rb (retinoblastoma), la regolazione

dell’'espressione di c-Myc, I'induzione delle cicloossigenasi e l'inibizione della fosfolipasi D

(PLD) (Fig. 5).

Rec Ciclo SM Ceramide

/

Target Diretti PKC zeta  CAPP CAPK

Effettori NFK-b Rb C-Myc Cox PLD

Differenziamento Arrestociclo Apoptosi

Fig. 5. Schema ruolo del ciclo SM.

In particolare modo NF-kB €& una proteina originariamente identificata per la sua
capacita di stimolare nei linfociti B la trascrizione dei geni che codificano per le catene
leggere k delle immunoglobuline. | fattori di trascrizione appartenenti alla famiglia Rel/NF-
KB, scoperti circa tredici anni fa, sono stati indicati come chiave regolatrice di risposte
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immunitarie in fase acuta, infammatorie e come fattori coinvolti nel controllo della
proliferazione cellulare e nel processo apoptotico. La famiglia Rel/NFkB include i fattori
Rel A, Rel B, c-Rel, p50/p105 e p52/p100 (Chen et al., 1999). Strutturalmente sono
costituiti da una sequenza di circa trecento aminoacidi il cui dominio N-terminale e
chiamato “Rel Homology Domain”, RH, contenente importanti sequenze per il legame con
il DNA, la dimerizzazione ed il legame con uno specifico fattore inibitorio (IkB). La
terminazione carbossilica dei fattori Rel A, Rel B e c-Rel contiene domini trascrizionali di
attivazione mentre quella dei fattori p105 e p100 domini inibitori. Le forme mature leganti il
DNA di p105 e pl00 sono piu corte e vengono chiamate rispettivamente p50 e p52.
Approssimativamente tutte le proteine della famiglia formano strutture omodimeriche o
eterodimeriche in grado di legarsi al DNA in siti specifici (kB), influenzando I'espressione
genica. Il piu comune dimero e un eterodimero, p50-RelA, chiamato NF-kB (Rayet et al.,
1999). Normalmente NF-kB viene rilasciato dallo spazio intermembrana dei mitocondri nel
citoplasma in forma inattiva in quanto complessato con il fattore inibitorio IkB (Ferri et al.,
2001). Diversi segnali sono in grado di promuovere la degradazione della proteina
inibitrice promuovendo l'attivazione e successiva traslocazione di NF-kB nel nucleo. Tra gli
attivatori troviamo segnali extracellulari o le interazioni cellula-cellula convertite in segnali
di attivazione intracellulare attraverso recettori localizzati nella membrana plasmatica. Un
fattore di rilievo per l'attivazione di NF-kB € il TNF-a, citochina pleiotropica prodotta
soprattutto dai macrofagi e dai linfociti T. Il legame di TNF con uno specifico recettore di
membrana pu0O promuovere una cascata di eventi pro-apoptotici e una concomitante
sovraespressione del fattore di trascrizione NF-kB con azione anti-apoptotica. La capacita
di indurre la morte o la sopravvivenza cellulare dipende dall’equilibrio tra questi due
processi (Johnstone et al., 2002). Il TNF media i suoi effetti biologici tramite il legame con
due diversi recettori, TNFR-I e TNFR-II simili nel dominio extracellulare, ma differenti in
guello citoplasmatico. Il legame di TNFR-I induce trimerizzazzione del recettore con
reclutamento di una proteina adattatrice denominata TRADD (Fig. 9). Questa proteina
serve come intermedio nell’attivazione di altre proteine chiamate: FADD, TRAF-2 e RIP.
TRAF-2 e RIP sono direttamente coinvolte nella cascata degli eventi che promuovono
l'attivazione di NF-kB. Sono molecole, infatti, in grado di attivare la proteina kinasi
inducente NF-kB (NIk), la quale a sua volta attiva la proteina inibitrice di IkB (IKK). IKK
fosforila IkB rendendone possibile la degradazione proteosomica e inducendo il rilascio di

NF-kB, che successivamente trasloca al nucleo e attiva la trascrizione di numerosi geni
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(Gupta et al., 2001). Da recenti studi € emerso che sebbene RIP sia necessaria per
induzione controllata da TNFR-I di entrambi i fenomeni, cascata apoptotica/attivazione
NF-kB nelle cellule T, la sua reale azione dipenda dal tipo di cellula cui il TNF-a si lega
(Gupta et al., 2001; Johnstone et al., 2002). Il gruppo di lavoro di Van Antwerp (1999) ha
dimostrato, inoltre, che introducendo una forma mutata di IkB, resistente alla
fosforilazione, le cellule divengono sensibili all’apoptosi indotta da agenti attivanti NF-kB,
quali TNF-a, radiazioni ionizzanti e chemioterapici (Ferri et al., 2001; Gupta et al., 2001;
Johnstone et al., 2002). Questi studi hanno pertanto individuato il ruolo di NF-kB come un

soppressore del processo apoptotico.

TNF-RI

B3 =DD
RIP A =DED
% g
/ v \
@ TRADD

IKB-kinas PRO-CASPASI 8 - CASPASI 8
NF-kB
attivazione l

APOPTQOS
b Espressione dei geni di sopravvivenza

Fig. 6. Schema delle vie di attivazione anti- e pro -apoptotiche mediate dal recettore TNF-R1. Il legam e di TNF-R1 risulta
rilevante in due importanti processi cellulari qual i quello di attivazione del fattore di trascrizion e NF-[1B e quello per
I'induzione della morte cellulare.

D’altra parte, pero, € stato dimostrato un ruolo di NF-kB anche nella regolazione
positiva dell’apoptosi. Sotto opportune condizioni di stimolazione, infatti, NF-kB € in grado
di indurre una sovraregolazione del CD95L favorendo quindi l'induzione del fenomeno
apoptotico mediato dalla formazione del complesso CD95/CD95L (Gupta et al., 2001).
Grimm e collaboratori (1996) hanno dimostrato inoltre che in risposta all’attivazione del
fattore NF-kB indotta tramite deprivazione di siero, si rileva una sovraespressione di Bcl-2,

gene anti-apoptotico. Altri bersagli dell’attivita di NF-kB, oltre a CD95L, sono i geni p53 e
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c-Myc, in molti casi coinvolti nei fenomeni apoptotici (Gupta et al., 2001; Ferri et al., 2001;
Johnstone et al., 2002).

c-Myc fa parte di una famiglia che €& suddivisa in sei sottoclassi, tra cui le piu
importanti sono L, N, e C, che sono potenti oncogeni che cooperano con I'oncogene ras
allo sviluppo della trasformazione neoplastica. La loro espressione € presente
normalmente a livello embrionale, mentre nell’adulto si riscontra solo in particolari periodi
della vita come la gravidanza. Una loro mancata regolazione, espressione eccessiva 0
inappropriata, comporta la possibile comparsa di tumori. Tali distinti programmi biologici
appaiono essere dipendenti dal tipo cellulare e sono modulati dall'attivazione di alcune vie
coinvolte nei segnali di trasduzione del segnale come per esempio il sistema 1,2-
diacilglicerolo (DAG)/PKC.

Tra i complementi cellulari effettori attivati dalla ceramide ricordiamo due protein
fosfatasi appartenenti alla famiglia delle CAPP: PP1 e PP2A. PP1 € una protein fosfatasi
che si trova associata a microsomi localizzati in diversi tessuti cellulari, mentre PP2A é
una protein fosfatasi con struttura trimerica dotata di una porzione regolatoria ed una
catalitica. Tali proteine vengono attivate da ceramide a lunga catena sia in vivo che in vitro
e sono importanti bersagli per valutarne I'azione cellulare. Sono entrambe serin/treonin
fosfatasi (Wolff et al., 1994; Merrill et al., 1997) ed é rilevante il loro coinvolgimento nella
regolazione dell'apoptosi e della crescita cellulare. L’attivazione da parte della ceramide
avviene a livello della subunita catalitica. Per PP2A si ha comunque un coinvolgimento di
un’area piu ampia rispetto alla PP1. L’attivazione e altamente stereospecifica e variando le
condizioni in vitro si hanno modificazioni del processo di attivazione. La presenza ad
esempio di acido fosfatidico (PA), un secondo messaggero lipidico prodotto dalla
fosfolipasi D, determina inibizione dell’azione di PP1 (Fig. 7), ma non di PP2A (Kishikawa
et al., 1999) suggerendo che tale effetto sia da ricondurre ad una modulazione
dell'attivazione indotta dalla ceramide.

Per contro, I'aggiunta di KCI riduce l'inibizione di PP1 da parte di PA diminuendo al
contempo la ceramide necessaria per I'attivazione di PP1. Inoltre la pre-incubazione con
ioni Mn?* aumenta lattivita basale di entrambi gli enzimi senza perd modificare la
sensibilita alla ceramide (Kishikawa et al., 1999).

Zn** e Fe**/** sono potenti inibitori di PP1 e PP2A in vitro; la loro inibizione & perod
talmente forte da non potere essere revertita dalla ceramide, presumibilmente come

risultato di una modificazione di tipo allosterico (Chu et al., 1996) (Fig. 8).
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Fig. 7. Schema della cascata di reazioni che median o I'azione di ceramide.
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Fig. 8. Modulazione dell'azione di ceramide a livalelle fosfatasi (CAPP).

L’acido okadaico inibisce selettivamente la PP2A mentre la caliculina & in grado di
inibire entrambe le forme di fosfatasi (Perry et al., 1998). L'attivazione di PP1 e PP2A
indotta da ceramide determina defosforilazione di Rb (proteina del retinoblastoma) che
sotto tale forma induce arresto del ciclo cellulare. Inoltre, la ceramide induce I'attivazione
della cascata caspasica tramite la proteolisi di PARP, [poly(ADP-ribose)polimerase]; la
caliculina, ma non l'acido okadaico, previene questi eventi, ad indicare in PP1 la principale
fosfatasi coinvolta nell'azione attivante le caspasi di ceramide mediante un’azione
proteolitica di PARP (Smyth et al.,1996) (Fig. 9).
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Fig. 9. Interazione tra ceramide e fosfatasi e rego  lazione della funzione cellulare.

Confronto tra gli effetti indotti dalla ceramide e quelli indotti dall’acido

fosfatidico

Ceramide:
- arresto del ciclo cellulare
- inattivazione della PKC-a

- inibizione della sintesi di superossido

Ac.fosfatidico:

- promozione della proliferazione

- attivazione della PKC-a

- attivazione della NADPH perossidasi per la sintesi di super-

ossido
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Un’altra proteina effettrice ceramide-dipendente € CAPK, (“ceramide-activated protein
kinase”), coinvolta nelle risposte inflammatorie indotte dal TNF-a, promuovendo
I'attivazione di Raf, che a sua volta induce la cascata delle MAP chinasi (Yao et al., 1995).
CAPK e Raf dovrebbero pertanto mediare gli effetti della ceramide sull'attivazione di MAP
chinasi in presenza di citochine infammatorie.

Una terza chinasi, la proteina chinasi C isoenzima ¢, puo legare direttamente la
ceramide e modulare la risposta cellulare al TNF-a (Lozano et al., 1994; Muller et al.,
1995). Recentemente si € ipotizzato che sia la presenza di un dominio ricco di
cisteine, a livello di proteine quali Raf e proteina chinasi C, a permettere il legame diretto
con la ceramide (Van Blitterswijk et al., 1998).

La ceramide puo infine indurre altre protein chinasi, che vengono attivate da stimoli
stressanti extracellulari (Verheij et al., 1996) tra cui JNK/SAPK che, interferendo con il
fattore di trascrizione c-Jun, potrebbero essere coinvolte nel processo apoptotico.
Recentemente e stato dimostrato il coinvolgimento del recettore CD-95 (APO-1/FAS) nel
processo apoptotico indotto da radiazioni e da farmaci antitumorali quali la doxorubicina
(Friesen et al., 1996). Tale recettore viene espresso sulla superficie di alcune cellule, tra
cui linfociti T e B attivati, cellule epiteliali del colon e cellule epatiche (Krammer et al.,
1996), e in molti altri tessuti e tumori (Leithauser et al., 1993). La piu importante funzione
sembra quella di indurre apoptosi in cellule sensibili stimolate da CD-95L o da complessi
anticorpo-agonista. La proteina CD-95L e una molecola transmembrana di tipo Il che si
puo trovare anche in forma solubile rilasciata dalla membrana cellulare mediante clivaggio
proteolitico da parte di metalloproteinasi (Kayagaki et al., 1995). Dal legame di CD-95L
con il recettore omonimo si viene a costituire un complesso che si associa alle molecole
FADD e FLICE, generando un complesso finale in grado di attivare la cascata caspasica,
denominato DISC. La proteina chimerica FLICE contiene un dominio adattatore in grado di
legare a FADD un dominio proteolitico simile a quello caspasico. Alcuni studi hanno
messo in evidenza una stretta corrispondenza tra I'induzione della sintesi di ceramide
indotta da stimoli stressanti ed attivazione del processo apoptotico iniziato dal recettore
CD-95 (Haimovitz-Friedman et al., 1994). Infatti, radiazioni ionizzanti o alcuni farmaci
antitumorali inducono come detto, una rapida formazione di ceramide, ad opera di una
sfingomielinasi, ed apoptosi. Nel fenomeno di apoptosi sembra essere coinvolta una
aumentata sintesi di CD-95L a livello nucleare conseguente all’accumulo di ceramide ed

all'attivazione ceramide-dipendente di JNK/SAPK. CD-95L trasloca successivamente
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nellambiente extracellulare per poter interagire con specifici recettori ed attivare la

cascata caspasica (Fig. 10).

Farmaci chemioter apici

!

SFINGOMIELINASI /
BN
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SAPK/INK

PARP

aCD95-L

v

morte cdlulare

Fig. 10. Schema dell'attivazione del recettore CD95  ceramide-dipendente.

Nei soggetti affetti dalla malattia di Niemann-Pick di tipo A (NPA), carenti del gene
che codifica per la sfingomielinasi acida, non si verifica aumento della sintesi di CD-95L,
per cui tali soggetti appaiono resistenti alle radiazioni ed ai farmaci antitumorali
(Horinouchi et al., 1995). Solo somministrando ceramide esogena si induce aumento del
ligando ed attivazione del processo apoptotico CD-95-dipendente. Fattori che possono
bloccare questa via apoptotica sono:

» un dominio FADD negativo;

» frammenti anticorpali quali inibitori specifici di CD-95 (Fab);
» inibitori di caspasi quali z-VAD (pan-caspasi inibitore);

» CD95-L antisenso.

Tuttavia, in tali condizioni, il fenomeno apoptotico non e totalmente bloccato, ad
indicare come siano coinvolti altri sistemi indipendenti dal recettore CD-95 ed attivati
durante lo stimolo che promuove lo stress cellulare. Un altro aspetto interessante e
costituito dal fatto che, paradossalmente, I'attivazione di JNK/SAPK é coinvolta tanto
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nell'induzione quanto nella pre-venzione dell’apoptosi (Liu et al., 1996). Tale duplicita di
effetti & evidenziata dalle modificazioni di alcuni loro substrati, quali (TCF)/ELK-1 e c-Jun,
entrambi fattori di trascrizione.

L'attivazione di (TCF)/ELK-1, indotta da JNK/SAPK, promuove a sua volta
I'attivazione del gene c-fas in risposta a stress cellulari quali radiazioni UV (Cavigelli et al.,
1995). Cellule deficienti del gene c-fas sono sensibili agli UV, promuovendo, qualora
sottoposte a radiazione, l'inizio di un processo apoptotico (Schreiber et al., 1995). Molti
studi condotti su c-Jun hanno rivelato che e richiesta la sua presenza per entrambi i
programmi di apoptosi e di sopravvivenza. Nei fibroblasti c-Jun-deficienti la capacita di
indurre morte cellulare per danno al genoma é fortemente ridotta. E’ quindi ipotizzabile che
c-Jun possa regolare direttamente o indirettamente il sistema CD-95, ma sembra che la
sua attivazione non sia sufficiente per indurre apoptosi. Il destino di ogni singola cellula
viene dunque deciso da un’azione integrata di vie specifiche variamente attivate in

risposta a ben definiti stimoli.
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Regolazione delle sfingomielinasi

+ Attivazione enzimatica

L’enzima viene attivato da diversi fattori tra cui:

1. Fas

2. TNF-a

3. Agenti chemioterapici

4. Deprivazione da siero

Studi condotti sulla funzione svolta dal recettore TNF-a hanno suggerito un modello
teorico che cerca di chiarire come sfingomielinasi differenti possano agire tramite la sintesi
di ceramide in differenti vie intracellulari (Wiegmann et al.,1994). Dai risultati sperimentali
si e potuto verificare che e la ceramide alla base di entrambi i segnali intracellulari indotti
dal TNF-a:
v’ pro-inflammatorio
v/ apoptotico

Con l'uso di una forma mutata del dominio citoplasmatico del recettore TNF-R1 (TNF-R55)
si e dimostrato che ci sono porzioni del dominio specifiche che promuovono I'attivazione
distinta delle diverse forme di sfingomielinasi (Fig. 11). La regione del dominio costituita
dalla sequenza aminoacidica dalla posizione 310 alla 318 e necessaria e sufficiente per
l'attivazione della forma enzimatica neutra (Adam et al., 1996). Questa regione € stata
chiamata NSD: “N-SMase-activation-domain”. Successivamente, si € dimostrato che € una
nuova proteina “WD-repeat”, chiamata FAN, a mediare I'attivazione indotta dalla regione
NSD dell'enzima. Gli eventi della trasduzione del segnale indotti dall’attivazione
enzimatica, tuttavia, rimangono ancora da delucidare (Adam-Klages et al., 1996).
L'attivazione della sfingomielinasi acida e indotta invece da una regione carbossi-
terminale contenente un dominio denominato “Death Domain” (DD), in grado di legare una
proteina adattatrice di nome TRADD. Questa proteina, dopo il legame con il dominio
specifico, recluta altre tre proteine: TRAF2, FADD, RIP (Wallach, 1997). TRAF2 media
normalmente lattivazione della proteina chinasi N-terminale c-Jun (JNK) (Yeh et al.,
1997). RIP e coinvolto nella via di attivazione di NF-kB (Kelliher et al., 1998). FADD induce
il fenomeno apoptotico intracellulare attraverso l'attivazione di caspasi 8 (Hsu et al., 1996).

Di tali proteine quelle realmente coinvolte nell’attivazione dell’enzima sono solo due:
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TRADD e FADD che promuovono attivazione senza indurre aumento dei livelli basali
dell'enzima. Come, pero, questa via di attivazione riesca a passare la membrana

endosomica non é stato ancora ben chiarito (Kronke M., 1999).

TNF-R55

T

Fig. 11. Regolazione dell’attivita enzimatica delle  sfingomielinasi mediata dalla stimolazione del rec ettore TNF-R55.

* |nibizione enzimatica

Un importante modulatore negativo degli enzimi N-SMase e il glutatione (GSH). Il
glutatione e un tripeptide: L-y-Glutamil-L-Cisteinil-Glicina. E’ la piu piccola ed abbondante
molecola non proteica dotata di gruppi tiolici presente nelle cellule di animali. Svolge un
ruolo critico nella difesa cellulare verso vari stress di natura ossidativa neutralizzando la
formazione di radicali liberi, specie reattive dellossigeno ed elementi citotossici quali
agenti alchilanti. In condizioni normali le cellule mantengono elevati livelli intracellulare di
glutatione intorno a 1-20 mM. Sono sufficienti concentrazioni pari a 4 mM per ottenere |l
90-100% dellinibizione enzimatica. L'attivita del’enzima N-SMasi si recupera pienamente
dopo l'eliminazione di glutatione; cid dimostra che € un’inibizione di tipo reversibile. Da
studi piu approfonditi si € potuto determinare che la struttura fondamentale per l'inibizione
e il complesso y-Glutamil-Cisteina e che il glutatione potrebbe agire come un modulatore
allosterico specifico per la forma enzimatica neutra. La modulazione dell’enzima provoca
inibizione della sintesi di ceramide promovendo alterazioni a livello di fenomeni quali:
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++ Morte cellulare apoptotico;

% Differenziamento;

% Arresto del ciclo cellulare;

+ Defosforilazione del retinoblastoma,;

+« Attivazione di una classe di fosfatasi e chinasi;

% Inibizione della protein chinasi C, della fosfolipasi D e senescenza cellulare.
Esperimenti condotti ponendo a confronto I'azione inibente del glutatione con quella della
sua forma ossidata, GSSG, hanno evidenziato che quest’ultimo e circa tre volte piu
efficace del glutatione stesso. In vivo, tuttavia, il rapporto GSH/GSSG €& generalmente
considerato in un range di 100-500 per cui in cellule in condizioni normali la sfingomielinasi
neutra e preferenzialmente inibita dal GSH, piuttosto che dalla forma ossidata. Nelle
cellule con deplezione di glutatione si osserva piu facilmente apoptosi in rapporto ad
agenti inducenti la morte cellulare. Si puo verificare una carenza di glutatione in presenza
di:

+ Agenti alchilanti;

+ TNF-o e FAS;

+ Cellule trattate con perossido di idrogeno o inibitori della sintesi proteica;

+ Cellule leucemiche HL-60;

4 Cellule epiteliali polmonari esposte ad elevati livelli di ossigeno (Liu et al., 1997).

Deprivazione di siero
Agenti chemioterapici
Fas

TNF-a

GSH

Sfingomielinasi » Sintesi Ceramide

Fig. 12. Fattori che regolano l'attivita di GSH nel  la sintesi di ceramide.
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Catabolismo

La ceramide € una molecola soggetta a numerosi destini metabolici indotti da classi di

enzimi differenti (Fig.13).

+« Sfingomielina sintetasi

La sfingomielina sintetasi catalizza il trasferimento del gruppo fosforilcolina dalla
fosfatidilcolina alla ceramide promovendo la formazione di sfingomielina e di diacilglicerolo
(DAG) (Ullman et al., 1974). L’attivitd di questo enzima e stata rilevata nel reticolo
endoplasmico, nellapparato di Golgi e nella membrana plasmatica. Negli epatociti,
'enzima e localizzato soprattutto nella parte cis e mediale del Golgi (Futerman et al.,
1998) a livello della superficie luminale (Jeckel et al., 1992). L’enzima possiede l'unica
caratteristica peculiare di regolare simultaneamente i livelli dei messaggeri lipidici

ceramide e DAG, sebbene in maniera inversa.

% Ceramide chinasi

Ci sono diversi riferimenti che suggeriscono la presenza della ceramide-1-fosfato.
Questa molecola sembra essere il risultato della fosforilazione della ceramide da parte
del’enzima ceramide chinasi. Una forma di enzima Ca**-dipendente & stato riportata
essere presente nelle frazioni mitocondriali ottenute da cellule HL-60 e si ritiene che nelle

vescicole sinaptiche possa regolare il rilascio di neurotrasmettitore (Kolesnick et al., 1990).

+¢ Glucosilceramide sintetasi (GCS)

Il primo passaggio nelle sintesi dei glicosfingolipidi € catalizzato dalla
glucosilceramide sintetasi che usa ceramide e UDP-glucosio come substrati ed e
localizzata sulla superficie citosolica del Golgi (Jeckel et al., 1992). Le diverse classi di
glicosfingolipidi, sintetizzati a partire da glucosilceramide, sono presumibilmente coinvolte
nella formazione di metastasi tumorali (Inokuchi et al., 1990) e nell'apoptosi (De Maria et
al., 1997). L’inibizione dellattivita di GCS in vivo é stata quindi valutata come un possibile
trattamento di diverse patologie indotte da immagazzinamento di sfingolipidi (SLSD) e di
alcuni tipi di tumori.

+ Ceramidasi

La ceramidasi cliva la ceramide a livello del legame ammidico dando origine ad una

molecola di sfingosina e ad un acido grasso libero. Una forma dell’enzima con attivita
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ottimale a pH acido € localizzata nei lisosomi e la sua carenza comporta I'insorgere della
patologia di Farber (Sugita et al., 1972). Una forma alcalina dell’enzima é stata identificata
mediante I'impiego di un analogo della ceramide, il D-eritro-2-(N-miristoilamino)-1-fenil-1-
propanolo (d-MAPP) (Bielaswka et al., 1996). Cellule HL-60 trattate con tale inibitore
hanno rilevato un incremento dei livelli endogeni di ceramide con una conseguente
soppressione della crescita ed arresto del ciclo cellulare. La sfingosina prodotta dall’azione
della ceramidasi € piu comunemente metabolizzata nelle cellule dalla sfingosina chinasi a
sfingosina-1-fosfato, un potente mitogeno. La sfingosina-1-fosfato puo revertire gli effetti
apoptotici della ceramide e si € pensato che la sua azione si svolga prima dell’attivazione
caspasica. Questo ha fatto ritenere che il rapporto tra la sfingosina-1-fosfato e la ceramide
sia un fattore critico nel determinare il destino cellulare (Cuvillier et al., 1996). La
ceramidasi, cosi come la sfingomielina sintetasi, ha l'unica peculiare caratteristica di
catabolizzare un messaggero lipidico per produrne un altro con funzione opposta.
Entrambi gli enzimi, pertanto, rappresentano interessanti siti per interventi terapeutici per
contrastare patologie indotte da accumuli di sostanze lipidiche con funzioni biologiche
opposte (Cuvillier et al., 1996; Obeid et al., 1993; Jarvis et al., 1994).
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Ciclo della sfingomielina

Il ciclo della sfingomielina porta alla formazione di sostanze quali ceramide, ceramide
1-fosfato, sfingosina e sfingosina 1-fosfato; si pensa che i livelli quantitativi di tali metaboliti

nella cellula, determinino un equilibrio dinamico tra I'apoptosi e la crescita cellulare.

Il primo enzima coinvolto nel catabolismo di tali lipidi, come visto, € la sfingomielinasi;
tale enzima puo essere attivato da diversi fattori tra cui Fas, TNF-a, agenti chemioterapici
o deprivazione di siero. Studi condotti sulla funzione svolta dal recettore TNF-a hanno
suggerito un modello teorico che cerca di chiarire come sfingomielinasi differenti possano
agire tramite la sintesi di ceramide in varie vie intracellulari (Wiegman et al., 1994). Tali
studi hanno dimostrato come sia la ceramide alla base di entrambi i segnali intracellulari
indotti dal TNF-a: pro-infammatorio e apoptotico. Con l'uso di una forma mutata del
dominio citoplasmatico del recettore TNF-R1 (TNF-R55) si e dimostrato che ci sono
porzioni specifiche del dominio che promuovono I'attivazione distinta delle diverse forme di
sfingomielinasi. In particolare la regione del dominio costituita dalla sequenza
amminoacidica dalla posizione 310 alla 318 & necessaria e sufficiente per I'attivazione
della forma enzimatica neutra. Tale regione € stata chiamata NSD: “N-Smase-activation-
domain”. L’attivazione della sfingomielinasi acida € indotta invece da una regione
carbossi-terminale contenente un dominio denominato “Death Domain” in grado di legare
una proteina adattatrice di nome TRADD. Questa proteina , dopo il legame con il dominio
specifico, recluta altre tre proteine: TRAF2, FADD, RIP. In particolare FADD induce il

fenomeno apoptotico intracellulare attraverso l'attivazione di caspasi 8 (Hsu et al., 1996).

Le sfingomielinasi sono, inoltre, regolate negativamente dai livelli di glutatione (GSH). Il
glutatione e un tripeptide ed € la piu piccola ed abbondante molecola non proteica dotata
di gruppi tiolici presente nelle cellule di animali. Svolge un ruolo critico nella difesa
cellulare verso vari stress, neutralizzando la formazione di radicali liberi ed elementi

citotossici quali agenti alchilanti.

L'attivita dell’enzima N-Smase viene ripristinata pienamente dopo I'eliminazione del
glutatione ad indicare che € un inibizione di tipo reversibile. Da studi piu approfonditi si &
potuto determinare che la struttura fondamentale per l'inibizione € il complesso y-Glutamil-
Cisteina e che il glutatione potrebbe agire come un modulatore allosterico specifico per la

forma enzimatica neutra. La modulazione dell’enzima provoca inibizione della sintesi di
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ceramide promuovendo alterazioni a livello di fenomeni quali la morte apoptotica e |l

differenziamento.

La sfingosina € un inibitore endogeno della protein chinasi ¢ ed € in grado di regolare
una varieta di enzimi coinvolti nella trasmissione del segnale cellulare. E’ responsabile
della mobilizzazione del Ca** a livello intracellulare e dell'apertura di specifici canali Ca®*-
dipendenti. La sfingosina influenza la sintesi di DNA e interagisce con il DNA stesso a

livello del binding-site istonico, nonché tramite alcuni fattori di trascrizione.

Lo studio di questi secondi messaggeri € stato recentemente ampliato data
limportanza che gli sfingolipidi di membrana ricoprono nei domini di membrana a piu alta
densita recettoriale. Si €&, infatti, osservato che i componenti lipidici di membrana in
vicinanza del recettore per il TNF e Fas-L, hanno un ruolo fondamentale nella
trasmissione del segnale apoptotico dalla membrana cellulare al nucleo. | fosfolipidi sono
una fonte di secondi messaggeri coinvolti nella regolazione degli enzimi apoptotici, come
la protein chinasi c, le fosfatasi e le proteasi. Questi enzimi lipolitici vengono
immediatamente reclutati in seguito a stimolazione con TNF-a e Fas-L, tuttavia, solo i
metaboliti del ciclo della sfingomielina (ceramide e sfingosina), manifestano una
pronunciata attivita pro-apoptotica a differenza dei prodotti dell'idrolisi enzimatica di altri

fosfolipidi, che si dimostrano non citotossici.

Nonostante I'evidenza del possibile coinvolgimento della ceramide nel processo
apoptotico, resta ancora poco chiaro il suo ruolo di mediatore di morte. Si pensava
inizialmente che fosse riconducibile allaccumulo di ceramide nella cellula, ovvero che
I'attivazione del ciclo della sfingomielina fosse pro apoptotico in questo senso. Studi
recenti hanno invece evidenziato come non sia il solo accumulo di ceramide a promuovere
'apoptosi ma anche l'accumulo di sfingosina: nel topo, ad esempio, la singola
somministrazione di TNF-a si traduce in un accumulo di ceramide e sfingosina a livello

epatico, che precede il processo di morte cellulare (Alessenko, 1998).

In aggiunta alla protein chinasi c, I'attivazione dell'apoptosi da parte della sfingosina,
sembra dipendere significativamente dalla defosforilazione del gene Rb (retinoblastoma).
In dettagli la defosforilazione di questa proteina rappresenta un forte segnale di blocco
proliferativo (G,1/S), che in alcuni casi precede la morte apoptotica (Alessenko, 1997).

Un ruolo altresi importante e ricoperto dalla fosforilazione della sfingosina a dare
sfingosina 1-fosfato (SPP) ad opera della sfingosina fosfato chinasi (SPHK). SPP €& un

secondo messaggero di natura lipidica avente duplice funzione: a livello intracellulare
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regola la proliferazione e la sopravvivenza cellulare, a livello extracellulare € il ligando per
il recettore Edg-1 (endothelial-derived receptor-1) accoppiato alla proteina G. La SPP si
forma nella cellula in risposta a stimoli diversi tra i quali i fattori di crescita, le citochine e i
complessi antigene-anticorpo; all'interno della cellula e responsabile di diverse funzioni
biologiche che coinvolgono il destino della cellula, dal differenziamento alla mitosi. La
conversione della sfingosina a sfingosina-1-fosfato indirizza la cellula verso uno stato
proliferativo, nonostante il precursore a monte sia la ceramide che €& invece pro-
apoptotico. L’equilibrio tra la concentrazione intracellulare di ceramide e quella della SPP
determina comportamenti oppostii della cellula: ceramide e responsabile di morte cellulare

mentre SPP promuove la sopravvivenza cellulare (Fig. 17)

Fig. 17: Relazione tra ceramide e SPP .

Recentemente é stato dimostrato come il programma di morte attivato da ceramide
venga meno in seguito ad un aumento della concentrazione di sfingosina-1-fosfato; questa
teoria e avvalorata anche da studi che hanno dimostrato come diversi stimoli vadano ad
alterare il rapporto ceramide/SPP. Ad esempio, le citochine come TNF-a e IL-1[3 attivano
le sfingomielinasi ma non le ceramidasi, favorendo cosi un aumento della concentrazione
di ceramide intracellulare. In contrasto, la stimolazione con agonisti di sfingosina chinasi
protegge da apoptosi andando ad aumentare la reazione di sintesi della sfingosina a SPP.
Alti livelli di SPP sono responsabili della risposta proliferativa della cellula in quanto

promuovono il passaggio dalla fase G; alla fase S del ciclo cellulare, dato confermato dalla
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localizzazione di SPP, ugualmente espressa sia a livello di membrana sia a livello

nucleare (Olivera et al., 1999).

Diversamente, ceramide e sfingosina si trovano principalmente localizzate a livello di

membrana.

La potenziale azione intracellulare della SPP sarebbe quella di antagonizzare
'apoptosi, € stata recentemente affiancata all'interazione tra la sfingosina-1-fosfato e i
recettori EDG-5, EDG-3, EDG-1 accoppiati a proteine G.

Si pensa infatti che questo legame possa in qualche modo potenziare l'azione
intrinseca della sfingosina-1-fosfato; a questo proposito si € osservato come la deidro-SPP
pur legandosi allo stesso recettore non abbia azione protettiva nei confronti della cellula,
altresi, la SPP fosfonata e non idrolizzabile mima gli effetti della SPP sulla proliferazione e

sopravvivenza cellulare ma non ha affinita per i recettori EDG (Olivera et Spiegel, 2001).

L’enzima che catalizza la trasformazione della sfingosina in sfingosina-1-fosfato e
SPHK che va a fosforilare specificamente la D-eritro-sfingosina ma non la ceramide. E’
quindi facilmente intuibile che l'attivita della sfingosina-1-fosfato sia dettata dai livelli di
guesto enzima. La SPHK e espressa ubiquitariamente nell’organismo, con qualche

differenza tra il bambino e I'adulto.

E’ stata recentemente dimostrata I'esistenza di due isoforme dell’enzima, una a livello
di membrana e una citoplasmatica (Stoffel et al., 1973); studi di immunocitochimica hanno
tuttavia determinato che la SPHK ha una distribuzione citosolica molto diffusa il che fa
supporre che l'attivita dell’enzima sia predominante a questo livello. Si & osservato come,
somministrando SPHK esogena, non solo aumenti il livello di SPP intracellulare, ma
conseguentemente la porzione di cellule nella fase S del ciclo cellulare. Per meglio chiarire
la possibilita che la famiglia dei recettori EDG per la SPP sia coinvolta nella risposta
proliferativa indotta dalla somministrazione di SPHK, sono stati trattati alcuni fibroblasti
con la tossina della pertosse, in quanto questi recettori sono sensibili a tale stimolo (Lee et
al.,, 1998). In contrasto con molti responsi biologici, incluso l'effetto mitogo della
somministrazione di SPP, abitualmente inibita dalla tossina della pertosse (Goodemote et
al.,1995), non si € manifestata cessazione dellaumento della sintesi di DNA indotta
dall'espressione di sfingosina chinasi, suggerendo che tale enzima funzioni

indipendentemente dalle proteine G (Olivera et al., 1999).
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Diversi stimoli possono attivare la sfingosina chinasi favorendo quindi 'aumento

intracellulare di SPP. Sicuramente un ruolo predominante e ricoperto da fattori quali

PDGF, EGF, TNF-a, acetilcolina e altri agonisti recettororiali accoppiati a proteine G.

Il meccanismo tramite cui si ha attivazione di tale enzima da parte di stimoli diversi,
resta tuttavia poco chiaro; in certi tipi cellulari si & visto come un aumento della
concentrazione intracellulare di cAMP o [lattivazione della proteina chinasi C, possa
essere coinvolto nell’attivazione di tale enzima. Si e dimostrato come la stimolazione
dellenzima indotta da FcyRI sia mediata da attivazioni a cascata di tirosine chinasi e
fosfolipasi D. A tale proposito, studi condotti sulla stimolazione di sfingosina chinasi da
parte PDGF utilizzando recettori wild-type o mutant PDGFy, hanno stabilito come la
fosforilazione di particolari residui tirosinici sia responsabile dei livelli di SPHK; i recettori
utilizzati in tale esperimento vengono trattati in due modi diversi: o privati di specifici
residui tirosinici di cui si conosce il pathway, o ingegnerizzati in modo da accoppiarsi a
valle del segnale a particolari molecole come la fosfolipasi C-y, il fosfatidilinositolo 3-
chinasi, RasGAP, o le tirosine fosfatasi come SHP-2. La fosforilazione del residuo
tirosinico del recettore responsabile del legame con PLC-y (tirosina-1021), € necessaria e

sufficiente per indurre I'attivazione di sfingosina chinasi ad opera di PDGF.

Negli stessi studi si & potuto constatare come l'attivazione di SPHK dipenda da una
proteina chinasi C responsabile dellimmobilizzazione del Ca®" intracellulare; si & notato
infatti, attraverso studi cromatografici, come estratti di sfingosina chinasi di ratto fossero
altamente affini a resine contenenti calmodulina in presenza di ione Ca?*, suggerendo che
la sfingosina chinasi potrebbe essere modulata dal complesso Ca**-calmodulina (Olivera,
Spiegel 2001).

La consapevolezza che la concentrazione intracellulare di SPP sia dettata
principalmente dall’'azione della sfingosina chinasi, ha favorito negli ultimi anni la ricerca di
molecole in grado di inibire selettivamente I'enzima. Studi recenti hanno dimostrato come
la somministrazione a cellule di carcinoma di Lewis di N-acetil sfingosina (C,-ceramide)
prima del trattamento con radiazioni-y, porti ad un acumulo significativo nella cellula della
ceramide. Tale accumulo pu0o esere mantenuto dopo [lirradiazione grazie alla
somministrazione di N,N-dimetilsfingosina (DMS), un inibitore competitivo della sfingosina
chinasi; in questo modo l'inibizione dellenzima diminuisce drasticamente i livelli di SPP
portando la cellula verso la morte apoptotica causata dall’accumulo di ceramide (Park et
al., 2004) (Fig. 18).
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Fig. 18: Catabolismo di ceramide e metaboliti coinv  olti

Oltre alla sfingosina e alla sfingosina chinasi il metabolismo della ceramide porta
all’attivazione di un altro metabolita, la ceramidel-fosfato (C-1-P) ad opera della ceramide
chinasi (CERK). La ceramidel-fosfato € un metabolita di natura sfingolipidica largamente
espresso a livello di membrana. Puo essere formata da diversi stimoli: a livello dei
neutrofili, in seguito alla somministrazione di Cg-ceramide, oppure dalla sfingosina
prodotta dal catabolismo dei gangliosidi, in cellule di carcinoma del polmone dopo

somministrazione con interleuchina 1-f3 (Pettus et al., 2003).

Recentemente si € cercato di capire se C-1-P avesse un ruolo nella morte cellulare;
si & dimostrato come blocchi il processo apoptotico a livello del midollo spinale in
macrofagi incubati in assenza dei fattori per la stimolazione dei macrofagi stessi,
condizione che é per eccellenza pro-apoptotica (Gomez Munoz et al., 2004). Infatti la C-1-
P blocca sia la frammentazione del DNA, sia la cascata di eventi mediata dalle caspasi,
suggerendo che la sua azione proliferativa sia legata all’inibizione apoptotica; a questo

proposito, un’osservazione chiave é stata che C-1-P bloccasse completamente le SMase
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in macrofagi intatti prevenendo l'accululo di ceramide e promovendo la sopravvivenza
cellulare (Gomez Munoz et al., 2004). Tali osservazioni supportano la teoria che I'azione di
C-1-P non sia mediata da alcuna interazione con recettori. Inoltre I'apoptosi & associata ad
un sostanziale decremento dei livelli di C-1-P, associata al contemporaneo aumento di
attivita della SMase acida. Questo risulterebbe rilevante in quanto la C-1-P potrebbe
rappresentare un inibitore fisiologico della sfingomielinasi acida, mantenendone i livelli di

attivazione al di sotto di quelli basali.

Alcuni studi hanno dimostrato come a livello delle vescicole sinaptiche si abbia
rilascio di C-1-P mediato da meccanismi calcio-dipendenti (Bajjalieh et al., 1989). Cio
suggerisce che la generazione di ceramide 1-fosfato possa giocare un ruolo fondamentale
nella regolazione del rilascio di alcuni neurotrasmettitori in quanto andrebbe ad aumentare

la sensibilita e le interazioni membrana-membrana.

La ceramide 1-fosfato e stata anche oggetto di studio in quanto si € dimostrato avere
effetti mitogeni; infatti 'aggiunta di C-1-P esogena ed endogena a fibroblasti promuove la
sintesi di DNA (Gomez Munoz et al.,, 1995, Gomez Munoz et al ., 1997). Oltre a
partecipare a processi mitogeni e alla divisione cellulare, si & visto come tale molecola
partecipi nel processo inflammatorio; la C-1-P ha dimostrato essere un induttore specifico
e altrettanto potente dell’acido arachidonico (AA), mediatore cardine nel processo
inflammatorio (Pettus et al., 2003). Nonostante sia una molecola dalle molteplici attivita,
non si conosce altrettanto bene I'attivita dell’enzima responsabile della sua sintesi ovvero
della ceramide chinasi (CERK).

Questo enzima agisce piu efficacemente a pH neutro, compreso tra 6 e 8, con un
comportamento ottimale a pH 6.5 e con un crollo drastico di azione a pH piu acidi. Tale
dipendenza dal pH e stata oggetto di studio su linee cellulari come le HL-60, mettendo in
evidenza una certa similitudine tra tali cellule e I'attivita ceramide-fosforilativa dei leucociti
(Kolesnick et al., 1990, Hinkovska et al., 1998). Si &€ notato come sia nel cervello, sia a
livello leucocitario, l'attivita della ceramide chinasi sia calcio-dipendente (Bajjalieh et al
1989, Hinkovska et al., 1998).

Analisi di Northern Blotting hanno stabilito come I'espressione a livello del’mRNA di
CERK sia predominante nel cervello, a livello cardiaco e del muscolo scheletrico ed

epatico.

Alcuni ricercatori hanno dimostrato come non solo questo enzima possa attivare la C-

1-P con meccanismi ATP-dipendenti, ma analisi filogenetiche hanno stabilito come CERK
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appartenga ad una classe nuova di chinasi lipidiche che é fortemente diversa dalla
sfingosina chinasi e dal diacilglicerolo chinasi (Sugiura et al., 2002). Infatti, studi condotti
su celllule della linea HL-60 hanno dimostrato come l'attivitd di CERK sia funzionalmente
diversa da quella del diacilglicerolo chinasi (Kolesnick et al., 1990); in queste cellule tutta
la ceramide 1-fosfato presente deriva dal metabolismo della sfingomielina e non da quello

degli glicosfingolipidi (Dressler et al., 1990).
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Analoghi strutturali

Nonostante il ruolo della ceramide come componente delle membrane cellulari e come
secondo messaggero sia stato oggetto di studio negli ultimi anni, non si conosce molto
circa le interazioni chimiche alla base della sua attivita. Studi recenti hanno evidenziato
come alcuni sostituenti siano necessari per le sue funzioni come gli atomi di carbonio dalla
posizione 1 alla 5 appartenenti al residuo di sfingosina, i due gruppi ossidrilici in posizione
1 e 3, il gruppo amminico di legame tra le due subunita strutturali e la stereochimica del
doppio legame in posizione 4-5 di tipo trans. E’ noto come variazioni nella struttura
possano portare ad un crollo dell'attivita o ad un aumento della tossicita della molecola

come ad esempio I'idrogenazione del doppio legame.

Per meglio valutare l'attivita di ceramide sono stati sintetizzati presso il Laboratorio di
Chimica Organica dell’universita di Zurigo dallo staff del Prof. Vasella, degli analoghi
strutturali che hanno permesso di valutare le relazioni struttura-attivita della molecola. In
particolare: 'oxaceramide che presenta un ossigeno a ponte sulla catena tra gli atomi di
carbonio 6 e 7, 'oxasfinfosina con un atomo di ossigeno a ponte tra gli atomi di carbonio 6
e 7 della sfingosina, la tio-ceramide con un atomo di zolfo al posto dell'ossigeno amidico
ed un ossigeno a ponte sulla catena, I'N-metil ceramide con un raggruppamento metilico

legato all’azoto amidico ed un atomo di ossigeno a ponte sulla catena (Fig. 19).
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CERAMIDE

Fig.19 Analoghi strutturali utiliz ~ zati in questo lavoro.

Con queste molecole abbiamo condotto esperimenti in parallelo per meglio valutare la
differenza di attivita con ceramide e sfingosina, al fine di capire se si poteva potenziarne o
annullarne l'azione con delle semplici alterazioni della struttura. | ricercatori che hanno
strutturato gli analoghi hanno cercato di non variare le caratteristiche di ceramide in termini
di polarita e pH, apportando semplicemente delle sostituzioni in grado di determinare se
l'attivita dipendesse prettamente dalla natura del sostituente o meno. Tutti gli analoghi
sintetizzati presentano sulla catena alchilica un atomo di ossigeno a ponte tra tra gli atomi
di carbonio 6 e 7 andando a conferire rigidita alla struttura; in questo modo potremmo

valutare in termini di ingombro sterico I'interazione tra I'analogo e il substrato. Si pensa
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infatti che ceramide vada ad alloggiarsi in particolari tasche proteiche e che quindi la
catena alchilica sia in grado di muoversi per meglio accomodarsi in tali siti. Se cosi fosse,
lirrigidimento della struttura dovrebbe avere conseguenze sull’attivita di ceramide. Questa
ipotesi € verificabile con I'uso di oxaceramide e oxasfingosina che presentano come unica
modificazione della struttura I'ossigeno a ponte sulla catena.

Come detto in precedenza, la ceramide é un residuo di sfingosina a cui & legato un
acido grasso tramite N-acetilazione; ci siamo proposti di valutare I'importanza di questo
legame andandolo a metilare (N-metil ceramide). Questa modificazione nasce dalla
consapevolezza che l'ossidrile sull’atomo di carbonio 1 (in alfa all'azoto) € passibile di
fosforilazioni atte a silenziare I'attivita di ceramide, quindi la presenza del metile potrebbe,
a nostro awviso, interagire allostericamente con il sito di fosforilazione rendendo tale
reazione inefficace.

Per quanto riguarda la tio-ceramide € stata fatta un’altra ipotesi: sappiamo che
l'attivita di ceramide é legata agli atomi di carbonio tra I'uno e il cinque, tuttavia ci siamo
chiesti se e come potesse cambiare [lattivita della molecola andando a sostituire
'ossigeno con un atomo di zolfo. Tale modificazione conferisce un cambiamento alla
molecola in termini di reattivita: lo zolfo € molto meno elettronegativo dell’ossigeno, questo
significa che non e un buon accettore di legami a idrogeno , questa caratteristica potrebbe

quindi rivelarsi significativa e indirizzare I'attivita della molecola verso altri target biologici.
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| segnali di calcio

Il Ca®* & uno tra i piu importanti regolatori di numerosi processi cellulari tra i quali la
fertilizzazione, la proliferazione, lo sviluppo , l'apoptosi e [lattivazione di fattori di
trascrizione sia a livello citoplasmatico che nucleare (Carafoli, 1999; Clapman, 1995).
L’efficienza di questo secondo messaggero come trasduttore di informazioni é regolata da
una accurata compartimentalizzazione spazio/temporale del Ca®* stesso a livello cellulare
(Berridge, 1997; Berridge and Dupont, 1994; Carafoli, 1999; Clapman 1995).

Il Ca®* ha una concentrazione elevata (uM) sia all'esterno, sia all’ interno di alcuni organuli
cellulari come il reticolo sarcoendoplasmatico (ER/SR), che funge da vero e proprio
deposito di riserva per questo ione (Pozzan et al., 1994). Al contrario la sua
concentrazione a livello del citoplasma €& bassa (nM). La velocita con la quale i livelli
citoplasmatici di Ca®* possono essere innalzati in risposta ad appropriati segnali cellulari,
fa in modo che questo ione sia universalmente usato come un efficiente secondo
messaggero.

Mentre il rilascio citoplasmatico di Ca®** & un processo che utilizza gradienti favorevoli,
I'estrusione del Ca?" dal citosol comporta I'impiego di una fonte di energia (Carafoli, 1999).
Le pompe responsabili del’'omeostasi del Ca** sono principalmente le ATPasi del reticolo
sarcoendoplasmatico (SERCA) che accumula ioni Ca®* all'interno del ER/SR e la ATPasi
della membrana plasmatici (PMCA) la quale invece trasporta ioni Ca®* attraverso la
membrana plasmatica. Tuttavia giocano un importante ruolo nel controllo dei livelli
fisiologici di questo ione, anche scambiatori di Ca®** quali la pompa Na‘/Ca?" e proteine
capaci di legare Ca** ad esempio la calmodulina (Celio, 1996).

E’ ormai ben noto in letteratura che le caratteristiche spazio-temporali di rilascio del calcio
insieme con I'amplitudine e la durata di tale rilascio, sono in grado di attivare specifici
meccanismi, i quali andranno a loro volta ad attivare selettivamente specifici bersagli.
Questi equilibri sono finemente regolati da una serie di eventi che iniziano, propagano e
terminano i segnali di calcio. Il controllo spaziale & ottenuto mediante l'attivazione di
meccanismi localizzati in ben determinate aree cellulari e mediante I'impiego di depositi
intracellulari di calcio presenti in prossimita della zona bersaglio.

Numerosi esempi possono essere fatti per spiegare tale concetto: le cellule acidari
pancreatiche sono cellule polarizzate con un dominio apicale ed uno basolaterale. Un

aumento della concentrazione di calcio in prossimita della zona apicale, stimola la fusione
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dei granuli secretori con la membrana plasmatici, dando il via al processo di esocitosi
(Petersen et al. 1999).

Un altro modello cellulare nel quale segnali localizzati di calcio svolgono un ruolo
determinante sono le cellule muscolari lisce. Il Ca** pud attivare la contrazione del
muscolo liscio, ma pu0 anche inibirla mediante una iperpolarizzazione del sarcolemma
(Jaggar and Nelson, 2000). La differenza degli effetti esercitati dal Ca®** nel muscolo liscio
sono essenzialmente determinati dalle proprieta spaziali di tali segnali: risposte globali
inducono vasocostrizione attraverso I'attivazione di enzimi Ca**/calmodulina dipendenti,
mentre aumenti di Ca®" subsarcolemmali localizzati promuovono vasorilassamento
mediante 'attivazione di canali ionici della membrana plasmatici (Nelson et al., 1995).
Sebbene innalzamenti nella concentrazione di calcio siano necessari affinché tale ione
possa funzionare come messaggero, elevate concentrazioni intracellulari di Ca** troppo
prolungate nel tempo possono essere letali. Le cellule impiegano segnali di Ca** a bassa
amplitudine o piu spesso, i segnali vengono rilasciati come brevi transienti. Questo
principio e applicato sia ai segnali localizzati che a quelli globali. Transienti singoli sono
usati per attivare un certo tipo di processi cellulari, quali ad esempio la secrezione o la
contrazione muscolare. Tuttavia per fenomeni che hanno una durata piu prolungata nel
tempo, ad esempio la fertilizzazione o la divisione cellulare, le cellule usano segnali
periodicamente ripetuti, noti come oscillazioni. Informazioni diverse possono anche essere
codificate in base al’amplitudine dei segnali di Ca?*. E’ infatti stato dimostrato che le
cellule sono in grado di interpretare modesti cambiamenti nei livelli di Ca?*. Ad esempio,
differenti geni possono essere attivati dalla variazione dell’amplitudine dei segnali di Ca**
(Dolmetsch et al., 1997).

Come precedentemente accennato, le fonti di Ca®* usate dalla cellula possono essere sia
intra che extra cellulari. | sistemi che regolano il rilascio di Ca?* dalla membrana plasmatici
sono numerosi e vengono regolati da molteplici meccanismi. Infatti la membrana
plasmatici della maggior parte delle cellule animali ha almeno un tipo di sistema che
facilitd l'influsso di Ca®* dall’esterno al compartimento citoplasmatico e diversi tipi di

trasportatori che muovono il Ca?* dal citoplasma allo spazio extracellulare.
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| canali della membrana plasmatica

L'influsso di calcio all'interno della cellula pud essere schematizzato in due processi
generali.

Ci sono influssi di calcio indipendenti dagli stimoli esterni, e influssi che vengono invece
attivati da segnali esterni. L’influsso di calcio in risposta a stimoli extracellulari e facilitato
da numerosi canali del calcio, quali ad esempio i canali voltaggio dipendenti (VOCCSs), i
sistemi attivati da recettore (RACCs), i SOCs (store-operated channels) e gli SMOC
(second-messenger operated Ca®* channel).

| VOCCs sono canali presenti in quasi tutti i tipi cellulari elettricamente eccitabili e una
volta aperti, rimangono in tale stato per un breve periodo di tempo (nell’ordine dei
microsecondi) prima di richiudersi come risultato di un meccanismo di inattivazione. |
VOCCs sono stati classificati in sei tipi (T, L, N, P, Q, R) in base alle loro caratteristiche
biofisiche e alla loro sensibilita ad alcune sostanze e tossine (Birnbaumer et al., 1994).
Tutti questi canali con l'eccezione dei canali di tipo T richiedono una ampia
depolarizzazione per essere aperti (> -30 mV) e pertanto vengono classificati come “canali
attivati da alto voltaggio” (HVA); i canali di tipo T, attivati da voltaggi > -60 mV, vengono
definiti come “canali attivati da basso voltaggio (LVA). Studi molecolari hanno mostrato
che i VOCCs fanno parte di un’unica famiglia di proteine e che sono strutturalmente simili t
ra loro. La subunita principale e stata comunemente identificata in una proteina “formante
il canale” al; al momento sono state identificate dieci varianti di tale proteina e numerose
varianti di splicing. Questa diversita molecolare tra le subunita al si pensa sia alla base
delle differenze biofisiche e farmacologiche osservate tra i vari tipi di canale. La subunita
al di per sé funzionale, € solitamente associata e modulata dalla subunita 3 e dalla
subunita a2-6 che hanno funzioni ausiliarie (Birnbaumer et al., 1998). Le caratteristiche

principali dei vari tipi di canali sono brevemente schematizzate in figura 20.
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Tipo L Muscolo scheletrico, DHPs, diltiazem, verapamil

cuore, neuroni

Tipo N Neuroni w-CTx-GVIA

Insensibile DHPs

Tipo P Neuroni, rene, cuore w-Aga-IVA

Insensibile DHPs

Tipo T Neuroni, cuore Amiloride, Flunarizine

Tipo Q Neuroni, rene w-Aga-IVA

Insensibile DHPs

Tipo R Neuroni, cuore Basse concentrazioni di Ni**

Insensibile DHPs

Figura 20. Le principali caratteristiche dei canali VOCCs.
Abbreviazioni: DHPs 1,4 diidropiridine; w-CTx-GVIA: w-conotossina isolata dalla lumaca di mare Conus goe  graphus; w-Aga-

IVA: w-Agatossina isolata dal ragno Agelopnis aperta.

Un’altra importante classe di canali della membrana plasmatica sono i RACCs; tali canali
sono presenti sia in cellule eccitabili che non eccitabili (Putney and Bird, 1993; Berridge,
1995; Fasolato et al. 1994). Ci sono numerosi sottotipi di RACCs che si differenziano in
base alla selettivita per alcuni cationi, al meccanismo di apertura del canale e alla loro
funzione fisiologica. La Ca** selettivitd dei RACCs & una caratteristica variabile, tant’@ vero
che ci sono canali che consentono unicamente I'ingresso di Ca®" all'interno del citosol, e
canali che invece consentono di attraversare la membrana plasmatici non solo al Ca?*, ma
anche ad altri cationi, quali ad esempio Na?*, Mn**, Ba**, Sr** (Hallam and Rink, 1985;
Kwan and Putney, 1990); questi ultimi canali prendono il nome di “canali per cationi non
specifici” (LGCCs). L'impiego di alcuni cationi bivalenti bloccanti I'influsso di Ca®* quali
Ni**, Zn** e Gd** e trivalenti, ha consentito di individuare e classificare i diversi sottotipi di
RACCs tutt’ora noti.

Un importante canale nella categoria dei RACCs ¢ il recettore del NMDA, un sottotipo di
recettore del glutammato che ha una struttura eterooligomerica formante un largo poro

cationico non selettivo, il quale si apre in conseguenza del legame del legame di
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glutammato e glicina (Mayer et al., 1992; Mori and Mishina, 1995). | recettori dellNMDA,
sono importanti canali ionici post-sinaptici che mediano la trasmissione eccitatoria.
Affinché questi canali possano aprirsi, il glutammato deve legarsi al recettore e la
membrana deve andare incontro ad un fenomeno di depolarizzazione in modo che il Mg
interposto tra le diverse subunita del recettore possa essere rimosso e sia consentito
lingresso di Ca** attraverso il canale. Della stessa famiglia € il recettore ionotropico del
glutammato AMPA anche esso avente struttura eterooligomerica. | recettori AMPA si
aprono e chiudono rapidamente in risposta al glutammato e una volta aperti, consentono
I'ingresso di ioni Na*, che portano alla depolarizzazione della membrana.

La cellula ha sviluppato la capacita di utilizzare canali diversi a seconda delle diverse
esigenze: infatti, nei casi in cui si rende necessaria una trasmissione rapida di segnali,
come ad esempio la comunicazione tra i nervi e il muscolo scheletrico, la cellula impiega
canali quali i VOCCs; per altri fenomeni cellulari, quali ad esempio la secrezione degli
ormoni, o la risposta proliferativa, dove la rapidita nella trasmissione dei segnali non € una
condizione cosi vitale, la cellula utilizza prevalentemente i SOCs (store-operated-
channels)(Berridge, 1995; Putney and Bird, 1993). Questi ultimi sono prevalentemente
distribuiti nelle cellule non eccitabili tuttavia la loro presenza e stata dimostrata anche in
cellule eccitabili. Questi sono definiti come canali della membrana plasmatici che si aprono
in risposta ad una diminuzione della concentrazione di Ca** nel ER (Putney and Bird,
1993). Sebbene non sia stato totalmente compreso il meccanismo attraverso il quale
questi due eventi sono collegati tra loro (diminuzione della concentrazione di Ca?* nel ER-
apertura dei SOCs), tuttavia diverse ipotesi sono state recentemente formulate per cercare
di spiegare tale fenomeno. Due sembrerebbero essere le piu accreditate: la prima teoria

guella dellaccoppiamento conformazione”, secondo la quale ci sarebbe un’interazione
proteina-proteina nella membrana plasmatici, tra il recettore dell'lP3 (inisitolo trifosfato)
(probabilmente di tipo 1ll) o un’altra proteina del ER e la proteina SOC (Putney, 1997,
Putney and Bird, 1993). La seconda ipotesi propone invece l'esistenza di un messaggero
mobile intracellulare rilasciato dal ER, il quale sarebbe capace di legarsi alla proteina
SOC, provocandone l'apertura (Randriamampita and Tsien, 1993). | messaggeri candidati
includono il fattore di influsso del calcio (CIF), metabolici del citocromoP-450 e l'acido
arachidonico generato dalla fosfolipasi A, (Hoebel et al., 1997).

Infine per concludere questa piccola carrellata sui vari tipi di canali presenti a livello della
membrana plasmatica, € iimportante sottolineare che ciascun tipo di canale rilascia

specifiche quantita di calcio e con modalita caratteristiche. Mentre i VOCCs rilasciano
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grandi quantita di Ca®" in prossimita dello spazio subplasmallemmale andando quindi ad
attivare enzimi target Ca**-dipendenti, i LGCCs provocano una risposta pili ampia in
quanto consentono I'ingresso sia di ioni Ca** che Na*, determinando una depolarizzazione
della membrana alla quale consegue l'apertura dei VOCCs e quindi un ulteriore influsso di
Ca’" (Catterall, 1995; Dunlap et al., 1995). Quale sia I'esatto ruolo dei SOCs non & al
momento chiaro. Diverse evidenze sembrano suggerire che il ruolo fisiologico dei SOCs
sia quello di segnalare alla cellula carenza di Ca®" da utilizzare per ristabilire le normali
concentrazioni all’interno del ER.

Dopo questa panoramica riassuntiva sui vari tipi di canali della membrana plasmatici
impiegati dalla cellula per innalzare la concentrazione citoplasmatica di Ca**, vale la pena
chiedersi perché la cellula abbia avuto necessita di sviluppare via di ingresso del calcio
cosi molteplici e tra loro differenti. Ovviamente la risposta a questa complicata domanda
non ha tutt’oggi trovato una risposta unanimamente concorde. Una possibile ipotesi puo
essere che tali vie di ingresso siano necessarie per la generazione di segnali di Ca®* di
differente durata, intensita e localizzazione spaziale o, in altre parole, che una varieta cosi
grande di vie sia necessaria alla cellula per rilasciare Ca®" in maniera appropriata in

risposta ai numerosi stimoli ai quali € normalmente sottoposta.

Pompe e uniporti

Come gia accennato ci sono due tipi di trasportatori della membrana plasmatici che
trasferiscono Ca** dall'interno all'esterno della cellula: lo scambiatore Na*/ Ca** e il
sistema attivo di trasporto del Ca®*, 'ATPasi della membrana plasmatici (PMCA): mentre il
ruolo del primo scambiatore & quello di mantenere i livelli di Ca®* vicini a quelli basali per
un periodo di tempo prolungato. In particolare, lo scambiatore Na*/ Ca** & il maggiore
sistema di estrusione di tale ione in cellule caratterizzate da oscillazioni di calcio, come i
neuroni e i cardiomiociti. Tale scambiatore € infatti in grado di rimuovere rapidamente
enormi quantita di calcio dal citosol, esportando 1 ione Ca®" per 3 ioni Na*; recentemente
e stato dimostrato che questo scambiatore € anche in grado di promuovere l'influsso di
Ca?* dalla spazio extracellulare al citosol a secondo del potenziale di membrana e dei
gradienti di Ca** e Na*; le modalita di funzionamento di questo secondo meccanismo non
sono comungue state ancora del tutto chiarite.

Un ulteriore meccanismo di controllo dei livelli citoplasmatici del Ca?* & I'accumulo di tale

ione in organuli di deposito, il piu importante dei quali € il reticolo endoplasmatico (Pozzan
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et al., 1994). Tale accumulo &€ mediato dall'azione combinata dalla SERCA, la ATPasi del
ER/SR e di alcune proteine leganti il calcio del ER/SR quali la calsequestrina e la
calreticolina (Celio, 1996; Meldolesi, 1996). Tuttavia anche altri organuli quali il
mitocondrio possono giocare un importante ruolo nel mantenimento del’omeostasi del
Ca?*. In particolare quando i livelli citoplasmatici di Ca®* raggiungono la soglia della
tossicita, il mitocondrio interviene come ulteriore organo di deposito (Nicholls and
Akerman, 1982). Il Ca*" & trasportato dallo spazio citoplasmatico al mitocondrio contro
gradiente di concentrazione mediante un uniporto del Ca?* che sfrutta il gradiente
elettrochimico della membrana mitocondriale interna. Il movimento elettrogenico del Ca®*
nella matrice pud essere accompagnato dal movimento di HPO, attraverso lo scambiatore
HPO4/OH". Uno scambiatore Ca*/Na* o Ca?'/H* facilita invece il movimento degli ioni

Ca?* dalla matrice mitocondriale allo spazio citoplasmatico.

| canali intracellulari del calcio

Il rilascio di calcio dagli organuli intracellulari di deposito, avviene principalmente dal
reticolo sarcoendoplasmatico ed in misura minore da altri compartimenti cellulari quali
mitocondrio (Pozzan et al., 1994), apparato di Golgi (Pinton et al., 1998), involucro
perinucleare (Malviya et al., 1990) e da una serie di vescicole di membrana che includono
i microsomi (Blondel et al., 1994).

| due canali di rilascio intracellulari del Ca* piu noti sono il recettore dell'inisitolo trifosfato
(IP3R) ed il recettore della Ryanodina (RyR) (Sorrentino, 1996). L'IP3 (inisitolo 1, 4, 5
trifosfato) e il ligando del IP3R e la sua produzione e legata all’attivazione dell'enzima
fosfolipasi C (PLC) il quale tagliando il fosfolipide di membrana PIP, (fosfatidil inositolo 4,
5 bifosfato), porta alla produzione di IP3 e diacilglicerolo (DAG). A sua volta il DAG svolge
nella cellula un importante ruolo nella traduzione del segnale attraverso I'attivazione della
PKC (Berridge, 1993); (Divecha, 1995).

Le due forme di PLC principalmente coinvolte nella formazione dell’'lPs sono la forma 31 e
la y1. La prima é attivata da un recettore accoppiato ad una proteina G mentre la seconda
e attivata da un recettore accoppiato ad una tirosin chinasi (Berridge, 1993). Una volta che
i livelli di IP3 sono stati innalzati esso viene rapidamente metabolizzato da fosfatasi o da
chinasi ed i metaboliti derivanti vengono riciclati come componenti della membrana.

La regolazione dei canali RyR non é a tutt'oggi stata ancora completamente chiarita; le

conoscenze attuali indicano che una delle vie di rilascio di Ca?* attraverso questi canali,
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viene attivata dal Ca®" stesso, mediante un meccanismo noto come “rilascio di calcio
indotto da calcio” (CICR) (Sorrentino, 1996). La cellula & pertanto in grado di usare piu di
un canale per aumentare i livelli citoplasmatici di Ca®*; la panoramica dei segnali di calcio
viene resa ancora piu complessa dal fatto che differenti sottotipi di entrambi i recettori
mostrano di essere regolati con modalita diverse (Sorrentino, 1996; Taylor, 1998). In
particolare sono noti tre differenti tipi di recettori dell'lP3, e altrettante isoforme di recettore
della ryanodina (Meissner, 1994). Il recettore dell’lP; ha tre differenti sottotipi che
differiscono nelle loro proprieta biofisiche (Perez et al., 1997), nella loro suscettibilita alla
modulazione da parte di proteine accessorie (Patel et al 1999) e nella loro localizzazione
subcellulare in cellule polarizzate (Hagar et al., 1998). Allo stesso modo, sebbene le
proprieta biofisiche delle tre isoforme del RyR siano notevolmente simili, la tessuto-
specificita (Giannini et al., 1995) e la regolazione sono caratteristiche specifiche per
ciascuna isoforma. Le isoforme | e Il del RyR, rispettivamente scheletrica e cardiaca, sono
le meglio caratterizzate, mentre la isoforma lll, largamente presente nei mammiferi, non e
ancora stata associata ad una specifica funzione fisiologica. Tra gli agenti regolatori dei
RyR, il cADPR (adenosin 5’-difosforibosiociclico), un metabolita del nicotinamide adenin
nucleotide (NAD"), sembra svolgere un ruolo di particolare interesse, in quanto & stato
dimostrato essere coinvolto nel rilascio di Ca** in una grande varieta di sistemi che vanno
dagli invertebrati fino ai mammiferi (Galione et al ., 1991; Lee, 1997). Cid nonostante, i
meccanismi di azione con i quali il CADPR attiverebbe i recettori della ryanodina sono
largamente dibattuti. Infatti benché sia stato dimostrato che il CADPR sia in grado di
rilasciare il Ca®* dal RyR di tipo Il e da quello di tipo lll (Sonnleitner et al., 1998), i pareri
non sono concordanti sul controllo che il CADPR esercita sul rilascio di Ca** di tipo |
(Meszaros et al., 1993; Sitsapesan et al.,, 1994). Solo recenti evidenze hanno infatti
dimostrato che il cADPR & capace di stimolare il rilascio di Ca** mediato dal RyR di tipo |
nel muscolo scheletrico di ratto (Bastide et al., 2002). Il rilascio di calcio mediato dal
cADPR é stato descritto per la prima volta da Clipper, il quale dimostro come NAD" fosse
in grado di rilasciare Ca** da omogenati di riccio di mare in seguito alla conversione
del’lNAD" in cADPR (Lee et al., 1989). Piu tardi (Galione et al., 1991) dimostrarono che il
cADPR rilascia Ca** da un pool di ryanodina sensibile, suggerendoche tale metabolica del
NAD®, & un modulatore endogeno del recettore della ryanodina. Nonostante appaia ormai
chiaro che il CADPR sia in grado di rilasciare Ca** attraverso il RyR, sembra invece non
ancora del tutto chiarito se ci sia un legame diretto tra cADPR e recettore. Recenti

evidenze indicano nella proteina “FK506-binding protein 12.6”, uno strumento necessario
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senza il quale il rilascio di Ca** cADPR-indotto, non possa avvenire (Tange et al., 2002).
Sebbene il rilascio di Ca?*" mediato da cADPR sia stato originariamente scoperto negli
invertebrati, notevoli passi avanti sono stati fatti nella comprensione dei segnali mediati da
questo metabolita. Infatti & stato dimostrato che il CADPR & capace di rilasciare Ca** da
depositi intracellulari in numerosi sistemi cellulari che vanno dalle piante (Leckie et al.,
1998) fino ai mammiferi (Lee, 1997; Lee, 1998). Ci0 nonostante, non € stato ancora
completamente delucidato il meccanismo attraverso il quale il CADPR eserciti il suo effetto

Ca®" mobilizzante all'interno della cellula.

| messagqeri del rilascio del calcio

Una tra le pit complesse e controverse domande nel panorama dei segnali € come
differenti stimoli extracellulari siano in grado di generare molteplici risposte intracellulari
dato il ristretto numero di secondi messaggeri di cui la cellula dispone.

Tra questi secondi messaggeri il Ca®** svolge come gia detto, un ruolo di primaria
importanza (Berridge et al., 1998; Clapman, 1995). Alcune sue caratteristiche di rilascio
quali quelle spazio-temporali, l'ampiezza e la durata di tale rilascio, fanno in modo che tale
secondo messaggero da solo possa attivare una moltitudine di specifici bersagli. Fino a
poco tempo fa due secondi messaggeri (IPs e CADPR) erano ritenuti i soli responsabili del
controllo dei livelli di Ca** e quindi indirettamente, del’enorme quantita di informazioni da
esso mediate. Recentemente un nuovo ipotetico secondo messaggero, 'NAADP (acido
nicotinico adenin dinucleotide fosfato), & stato dimostrato essere in grado di rilasciare Ca**
da numerosi tipi cellulari tramite un nuovo recettore intracellulare (Chini et al.1995; Lee
and Aarhus, 1995). L'identificazione di un terzo meccanismo di rilascio di calcio ha
aumentato notevolmente il numero di livelli ai quali il rilascio di calcio pud essere
controllato e ha quindi dato un enorme contributo alla comprensione di uno dei piu

complessi di segnale nella cellula.

Caratteristiche del rilascio di calcio indotto da NAADP:

Il rilascio di calcio mediato dal’NAADP neqli invertebrati

Le uova di riccio di mare sono attualmente uno dei sistemi maggiormente utilizzati nello

studio dei segnali mediati da Ca®". | motivi di tale impiego sono molteplici.
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Innanzitutto l'oocita & una cellula di enorme dimensione e di facile reperibilita. C’e poi da
considerare che le uova di invertebrato sono state largamente impiegate nello studio di
importanti fenomeni biologici quali la fertilizzazione (Hogben et al., 1998) e rappresentano,
pertanto,un modello ben conosciuto I'incubazione con il NAD" con omogenati di riccio di
mare ha portato alla scoperta del cADPR, cosi come I'incubazione del medesimo modello
cellulare con il B-NADP*( il B-nicotinammide adenin dinucleotide fosfato) ha portato alla
scoperta di un nuovo meccanismo di rilascio del Ca®* (Clapper, 1987). Successivi studi di
spettrometria di massa e cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) hanno identificato
nel’lNAADP, un contaminante commerciale del b-NADP+, il responsabile di tale rilascio di
calcio (Chini et al., 1995; Lee and Aarhus, 1995). Sebbene I'NAADP sia stato inizialmente
descritto nel riccio di mare, recenti studi hanno dimostrato come tale nucleotide sia capace
di rilasciare calcio da numerosi altri sistemi, inclusi vertebrati, piante e mammiferi
(Genazzani and Billington, 2002). Gli studi iniziali sul riccio di mare hanno dimostrato
come la capacita del’lNAADP nel rilasciare calcio sia maggiore rispetto a quella dell'lP; e
del cADPR (Genazzani et al., 1996). In questo modello sperimentale, infatti, 'NAADP
rilascia calcio con una ECsg pari a 25 nM, mentre il CADPR ha un ECs pari a 50 nM e I'lP3
a 100 nM. Esperimenti di desensibilizzazione dei tre canali di rilascio del calcio, hanno
fornito la principale prova sulla quale si basa l'ipotesi che i tre canali rilascino calcio con
diverse modalita (Genazzani et al., 1997a). tale ipotesi si basa su dati che indicano come
sia I'IlP3 che il cADPR, che I'NAADP rispondono ad esperimenti di desensitizzazione
omologa,ma non eterologa; ovvero successive stimolazioni con lo stesso agonista
causano una notevole riduzione nel rilascio di calcio, mentre tale riduzione non viene
osservata quando viene aggiunto un agonista diverso da quello utilizzato nella prima
stimolazione. Il tracciato fluorimetrico in figura 21 riassume graficamente tale peculiare

caratteristica.

50 nM 200 nM

Figura 21. Desensitizzazione omologa ma non eterolo  ga tra NAADP, cADPR e IP 3 nelle uova di riccio di mare.

-57 -



Allo scopo di caratterizzare i tre canali di rilascio di Ca®* sono state condotte una serie di
prove farmacologiche, che hanno evidenziato come IP3, CADPR e NAADP rispondano in
maniera significamene diversa ad agenti farmacologici differenti. Infatti I'eparina un noto
antagonista del rilascio di calcio IPs-indotto, non altera in nessun modo il rilascio di calcio
NAADP-mediato. Gli stessi risultati si ottengono impiegando noti modulatori del rilascio
cADPR-indotto, quali ad esempio procaina, rosso-rutenio, 8-NH,-cADPR che bloccano il
rilascio attraverso il RyR, ma non quello mediato da NAADP (Lee and Adams, 1995).
Inoltre 'NAADP non e coinvolto nel fenomeno del “rilascio di calcio indotto da calcio” e
cationi bivalenti quali Ca®*, Sr** e Mg®" cosi come cambiamenti di pH non influenzano le
capacita di rilascio di questo nucleotide (Chini, 1996; Genazzani et al., 1997a). Infine
antagonisti di tipo L, come diltiazem, nifedipina, e verapamil sembrano essere capaci di
bloccare selettivamente il rilascio di Ca** indotto da NAADP, ma non quello indotto da IPs
e cADPR (Genazzani et al., 1996). Il rilascio di Ca®" indotto da NAADP presenta una
singolare caratteristica: esso puo essere completamente bloccato da basse concentrazioni
di NAADP che di per sé non sono in grado di attivare un rilascio di Ca®>* (Genazzani et al.,
1996). Questa caratteristica non e condivisa né dall'lP3, né dal cADPR e al momento
attuale non si conoscono altri esempi in campo farmacologico. L'inattivazione é sia tempo
sia concentrazione dipendente; una parziale inibizione del rilascio di Ca®* si verifica a
concentrazioni < a 100 pM mentre la completa desensitizzazione si verifica a
concentrazioni pari a 3 nM e dopo circa 5 minuti. Studi di binding con [*?P]NAADP su
microsomi di riccio di mare, hanno dimostrato che l'inattivazione avviene a livello del
recettore. Pre-trattamenti con concentrazioni non attivanti di NAADP infatti , aboliscono
ogni successivo legame del radioligante al recettore. Il meccanismo attraverso quale tale
desensitizzazione avvenga non é stato del tutto chiarito, I'ipotesi piu probabile € che un
iniziale binding del radioligante al recettore sia di per sé in grado di indurre cambiamenti
conformazionali del recettore nel suo sito di legame.

Un’ulteriore caratteristica della desensittizzazione di questo recettore &€ che essa avviene
con una modalita del tutto o nulla ovvero € dovuta alla totale in attivazione di una porzione
dei recettori e non alla parziale in attivazione di tutti i recettori del’lNAADP (Genazzani et
al., 1997a). Tale fenomeno di inattivazione e tuttavia peculiare nel riccio di mare per
alcune caratteristiche: in alcuni sistemi, infatti, il fenomeno della desensitizzazione si
verifica solo a concentrazioni elevate (UM) (Cancela et al., 1999), mentre in altri sistemi
come le uova di stella di mare o le ascidie, I'inattivazione non si verifica (Santella et al.,

2000). E’ comunque vero che che sia i ricci che le ascidie sono lontani, molto lontani nella
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scala evolutiva e questa potrebbe essere una spiegazione per tale divergenza di
comportamento. Impiegando tecniche di centrifugazione sia su cellule intatte sia
omogeneizzate, & stato possibile vedere che I'NAADP mobilizza Ca?" attraverso un
compartimento cellulare che e diverso dal ER, utilizzato da IP; e cCADPR (Lee and Aarhus,
1995). Prove farmacologiche con la tapsigargina, un inibitore del SERCA hanno
dimostrato che il rilascio di Ca** NAADP-mediato non viene alterato in seguito a tale
trattamento, a differenza del rilascio di calcio mediato da cADPR e IP3, suggerendo che il
pool intracellulare di rilascio utilizzato dal NAADP non risiede nel ER (Genazzani and
Galione, 1996). Dati recenti hanno identificato un orfanello noto come granulo di riserva, |l
compartimento utilizzato dal’NAADP nel riccio di mare. In tale modello cellulare, il granulo
di riserva e l'analogo funzionale del lisosoma; l'incubazione di uova intatte di riccio di
mare con la glicilfenilalanin 2-naftalamide(GPN), un substrato della catepsina C, una
esopeptidasi del lisosoma, porta alla lisi osmotica del lisosoma, alla quale consegue una
notevole diminuzione dei livelli di Ca*" rilasciati dal’NAADP. Sebbene siano ormai
numerosi gli esempi di invertebrati, vertebrati e piante nei quali & stato studiato il rilascio di
Ca** mediato da NAADP, non si & ancora stabilito con fermezza quale sia il ruolo che

2+ «

gioca questo nucleotide nel panorama del Ca“" “signalling”.

Diverse evidenze sperimentali dimostrano come NAADP svolga un ruolo attivo durante la
fertilizzazione del riccio (Perez-Terzic et al., 1995) ed inoltre studi condotti sulla lumaca di
mare Aplysia californica (Chameau et al., 2001)e su preparazioni di muscolo di rana
hanno suggerito un possibile ruolo di NAADP come mediatore nel processo di

neurosecrezione (Brailou et al., 2001).

Rilascio di calcio mediato dall’'NAADP nei vertebrati

Fino a poco tempo fa, lo studio sul rilascio di Ca®" indotto dall’ NAADP si & concentrato
sugli invertebrati; piu recentemente comunque € iniziato un intenso studio mirato alla
comprensione dei fenomeni NAADP mediati nei mammiferi. Come precedentemente
accennato, sono ormai numerosi i tipi cellulari e i tessuti nei quali questo nucleotide si e
dimostrato in grado di rilasciare Ca®*. Esempi di tali tessuti sono il cuore (Bak et al., 2001),
il cervello (Bak et al., 1999), i linfociti T (Berg et al.,2000), il pancreas (Johnson and Misler,
2002) (Cancela et al., 1999), le cellule muscolari lisce (Yusufi et al., 2002), ed il rene
(Cheng et al., 2001). In alcuni di questi modelli cellulari, il rilascio di Ca** NAADP-mediato

e stato associato ad una specifica funzione fisiologica quale ad esempio I'attivazione dei
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linfociti T (Berg et al., 2000) o la regolazione delle cellule 3 del pancreas attraverso Il
controllo dei segnali iniziali mediati dall'insulina. (Johnson and Misler, 2002). Quale sia Il
ruolo fisiologico del’NAADP in tessuti quali il cuore, il cervello, il rene, il muscolo liscio al
momento non € noto. Tuttavia l'ipotesi emergente dalle attuali evidenze, porta a pensare
che 'NAADP possa in qualche modo coordinare il rilascio di Ca®" attraverso una selettiva

attivazione e/o sensitizzazione degli altri canali di rilascio (Patel et al., 2001).
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Sintesi della 7-oxasfingosina e analoghi di ceramid e e

valutazione dei loro effetti in un modello di apopt 0Si

Il crescente interesse sugli sfingolipidi e glicosfingolipidi, basato sulla loro capacita di
modulare l'apoptosi e le risposte immunitarie ha portato i ricercatori alla sintesi di7-
oxasfingosina e della ceramide corrispondente. Nell'articolo che segue abbiamo valutato
gli effetti di 7-oxasfingosina e degli analoghi di ceramide in un modello di aoptosi.

7-oxasfingosina, 7-oxaceramide, tioceramide e N,metil-oxaceramide sono stati sintetizzati
a partire dal D-galattosio attraverso la via “building blocks”. Le caratteristiche pro-
apoptotiche dei quattro composti suddetti sono state confrontate con quelle della
sfingosina e della ceramide, utilizzando una linea cellulare di neuroblastoma umano (SK-
NBE) e una linea cellulare murina derivata da promielociti(32d). Valutando gli effetti sulla
vitalitd cellulare e sulla proliferazione non si sono riscontrate differenze significative tra 7-
oxaceramide, N, metil-oxaceramide e la ceramide. In presenza di N,N,-dimetilsfingosina,
un inibitore di sfingosina chinasi, ceramide e risultata essere piu potente di tio-
oxaceramide nelle cellule 32d. per contro la tio-oxaceramide € piu potente ed efficace
nelle cellule SK-N-BE, dove si cosserva un valore di ICso di 3 nM comparato con i 100 nM
della ceramide. In entrambe le linee cellulari la 7-oxa-sfingosina e la sfingosina risultano

ugualmente tossiche, anche in presenza di N,N, dimetilsfingosina.
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Synthesis of 7-Oxasphingosing and -ceramide Analogoes and Their
Evaluation in a Model for Apoplosis

by Roshini Rajan, Kurt Wallimam, and Andrea Vasella®

Labomtorium filr Organische Chemie, ETH-HbAnggerbers, Waolfgang Pauli-Strasse 10, CH-80493 Firich
and

Diehorah Pace, Armando A. Genazzani, Pier Luigi Canonico, and Fabrizio Condorelli®
Universiti del Piemonte Orientale, DISC AFF, Via Bovio 6, I-28100 Movam

The T-oxasphingosine (1), T-oxaceramide (2), the thio-oxaceramide 3 and N-methyloxaceramide 4 were
synthesizsed from 13- galactose vig the building block % The apoptosis-inducing properties of 1 -4 were companed
to those of sphingosine (Sph) and cemmide (Cer) using a human neurohlastoma [ SE-N-BE) and a murine-
promyelocyte-derived (32d) cell line. There were no differences hetween 2 -4 and Cer in terms of their effects
om the viahility of cells and their ability to trigger cell proliferation. However, in the presence of N N-
dimethylsphingosine, an inhibitor of sphingosine kinase { SPHK ), Cer was mare potent than thic-ceramide 3 in
324 cells, while thicceramide 3 was more patent and efficaciousin SE-M-BE cells, where it showed an 1O g value
of 3 nu compared to L0 ns for Cer. Inboth SKE-M-BE and 32d cells, T-oxasphingosine (1) and Sphwere equally
toxic, even in the presence of N N-dimethylsphingosine.

Introduction. — The growing interest in sphingolipids and glycosphingolipids [1- 4]
based on their ability to modulate apoptotic [5-12] and immune responses [13 -16]
prompts us to disclose a synthesis of T-oxasphingosine (1) and the comesponding
ceramide 2 that we developed in 1985 [17]. We wished to synthesise sphingolipid
analoguesin a modular way to independently vary the structure of the polar headgroup
(including the { F)-alkenyl group) and the lipid moiety. Building block 9. possessing a
primary allylic OH group, appeared appropriate; a variety of lipid moieties should be
readily attached. We recently tumed back to this synthesis with the goal of determining,
in & model for apoptosis, first the effect of 7-oxasphingosine (1) and the comesponding
ceramide 2 as compared to sphingosine (Sph) and ceramide (Cer), and then the effect
of two analogues 3 and 4. These two analogues should allow to evaluate the effect on
apoptosis of the H-bond donating and accepting properties of the amide group. N-
Methylation of ceramide should alko lower the energy difference between the
conformers, resulting from rotation about the C(2)—N bond and between the { E)- and
( Z)-amide conformers; thisis expected to result in adifferent population of conformers
in addition to removing any H-bond from the original amide group. In view of recent
interest in 7-oxasphingosine [18], we wish to describe in detail the original synthesis
and first biological results,

Synthesis, — The synthesis of T-oxasphingosine 15 based on the known HgSO0,-
promoted transformation of tri-O-benzyl-p-galactal § (available in an overall vield of

& 104 Verlag Helvetica Chimica Ada AG, Zirich



-64 -

1 TaG CHEMISTEY & BIODIVERSITY - Vol 1 (20 )

o-Galactose
MH '
RDV-H.W'HED"ﬁ“H-""H'“‘w-"'-ﬂ"ﬂ.-f"ﬁ"'n.aﬁ_,-""
A 12F=Bn
= 1R=H
4 ]

F: 1-N"-d-\-\x‘u-"".-1-\"'*-\..4"'-d-\-\“"‘-\..-""---'\"'*-\..--"----\“H_-""J-.'\"‘-~-\..-""J-L""‘«\_-""H-'\"‘-~-\..--"'ﬂ""ﬂ.

Ho-a_f."\r’ﬁv# 'MDK"HU-*"“HM__;"'H‘_;‘"'HV#"‘M;*

OH e 2 R=H.X=0
3 A=HX=5%
4 AebMeXaD

71% from galactose) [19][20] to the aS-unsaturated aldehvde 6 [21][22] (Scheme 1).
O-Mesvlation of 6 provided the mesyloxy aldehyde 7 that was reduced to the alcohol 8.
Replaicement of the MsO group of 8 by treatment with NaN, in DMF at 1407 provided
the arido alcohol 9 in an owverall vield of 43% from 5 (30% from galactose). O-
Alkylation of 9 with undecyl bromide gave the ether 10 that was reduced with LiAlIH,
to the amine 12, which was N-acylated with stearovl chloride to the protected
oxaceramide 13 (72 % from 9). Finally, debenzylation of 12 with AlCL in the presence
of anisole [23] provided T-oxaceramide (2). To prepare 7-oxasphingosine (1), we
similarly debenzyvlated 10 to the arido-T-oxasphingosine 11 that was reduced with
Me;PANaOH to 1 (48% from 10). Treatment of 13 with Lawesson's reagent afforded
84% of the thioamide 14 that was deprotected in a vield of 70% to the thioceramide 3.
Attempts to thiocarbonylate the 7T-oxaceramide 2 failed. To prepare the N-methylated
analogue 4, we initially treated the protected oxaceramide 13 with Mel in the presence
of bases such as K,C0,, NaH, or KH; but these conditions did not affect 13. Hence, the
amine 12 was nosylated with o-nitrobenzenesulfonyl (Ns) chloride to 15, which was
readily N-methylated to 16 with Mel and K,C0, (Scheme 2). The Ns group was
removed by treatment with PhSH and KOH in MeCN at 60° [24][25] to give 17, which
was N-acylated with stearoyl chloride to provide 18 (76% from 12). Deprotection of 18
afforded the N-methyl-oxaceramide 4 in 74% vield. According to the "H-NMRE
spectrum (CDCl;), 181sa 2:1 and 4 a 7:1 mixture of rotamers.

The p-erythro-configuration of 7-oxasphingosine (1) is evidenced by the similarity
of the coupling constants for 1 {and for the azide 11) and for p-eryrhro-sphingosine [26]
{Table 1). Tt is confirmed by the ™C(3) signal of the ceramide 2, resonating at
74.19 ppm, downfield from the one of threo-configured ceramides (71-72 ppm) [27].
and by the similarity of the other chemical shifts and coupling constants to those of
ceramide 28] ( Table 2).

The chemical shift and coupling constant of the NH 4 (6.33 ppm, 75 Hz) of 2
evidences the ( Z)-anfi-conformation that was also found in the solid state [29]. The
C=S group of 3is evidenced by the *C(1') 5 at 206.23 ppm (8{C(1")) for 2174.17 ppm)
and the downfield shift for all "H in its vicinity.

The *H-NME spectrum of 4 shows MeN signals at 3.02 and 2.82 ppm, indicating a
7:1 mixture of rotamers (cf. [30][31]). The slight upfield shift for H-C(2), as



CHEMISTREY & RIODIVERSITY - Vol 1 (2004) 187

Selase |
Erd
B}
L\ g R e
Y R N E L, N . Q- I H-ﬂ.gqr%_,nujm
BR=H ]
i = HL TR=Ms L
o
" By
I'l'}-u.F_.-"‘-\-\T/Qhc_,.-"'\-\.ﬂ.-ﬂ"w.\u.--LH_.__.--..\H___.A-\-.\_H_._.---H._I_,-‘_lﬂ_ E‘i:l.‘_\__..--‘x\_\_\___.-:%___.ﬂH?ﬂH
oR LIDIH-EIn. A =l ® Oan
ﬂr M ootigam &'ah, P . 1R=HA =N,
b,
a'“':'"wf“r'@hﬁg"ﬂ“fﬁ'u"’w“e"H“'w"
QB 12
i
O |
1

HW S T R
m"'--"'ﬁ‘*]’th-'ﬁg"'x-"ﬁ““w.--"""w-"-"-w.e""‘-w..-"'
OR

ll:l_- AR-BnX=-0 p:l'-'H-H-Bn.!-E ]

= ZH=M, K=} AA=H, =5 =

a) Hga, oty HA0,, domases; £4% 5 ) MaCLEQH, CHCL: T4%. &) NaBH,, MalH: 97%. J) ¥, DMF;

M%&) MaH, CHpBe DMEF; ET%. ) ANT,, asteole, CHY,: 68%. ¢) MeP, THE, then MaOOH; T4% . &)

ListH,, THE iy CH OO0 pyridine, CHCL: 83% drom 10 ) AN, askole OCHCHCE T8 &)
Law g 's reagent, wolaene; B4% 0 AL, anole, CHA g W%

1

Sl 2
.. .R
MR . N
E‘ﬂ'-,_\_,p’\T.-‘?aq__.-""\-\.D.-':ﬂHm a8 - w“'#ﬂTﬁth"ﬁﬂ"E.le
Ofin Ciin

i 12R=H |_. 16R=Ma
—= 15 = Pl {orimpheryiosonyd| FR=H

o

1] 1
Ly "l‘m-"‘uf“'w’%f“-w-'“m-"‘maﬁ“vﬂ

HDM_‘.A i T A N
18R =En
l‘Ell_n- 4 A=H

i ) - ierobe ne ene ald ool e Bdoriade, ML CH UL S0 0 ) M LRG0y, DMF D 100% o ) PaSHL ROH CHEN,
% o) Btearoy] chioride, pyridme. CH; (00 92%. ) AXCY, anisole, OCHACH AT, Ta%.

-65 -



il CHINEETRY & B OVERSITY - Ved. 1730040

Tahda 1 B * MMM Ol acad’ Bt | e | o Congped g Comradind | Bl 7)o At - oo el e et L,
o mapidgg ot 1 01, el reary bl g el e DT

i1 i Frarg b Fidadeg coldea ™

H-I T3 13 L71-14 LS
H-£T1% - L7i-14 i
H- 5 13 LED F1]
H- % iM 414 EAL]
H-T4i i LT L&
H-0 43 i 18 i
TH-Cid 1% 15 FaL]
BEG-Ci ki 1M I1H-16 144
BEI-Ci T L% IH-16 144
L, - IH-16 144
L ] i 11 ie
L ] - - il
KLk LL 11 i1
N4 il 4 (1
Ni5 158 154 11%
Naf 13 - -
Kig 11 11 b
i B

Tahla & Bisiwd (AFMME Ol ool Sl [ ], o Sy Commen | I o Siedaale (O ), e
A mve e b -4, osd e Prowe md 700 e 13, HL osd 1l SO0

¥y 1 ¥ L e I W lEg (| [
H=-a11 153 Me=-LE 4] AlT-143 & D e 1R 1id
=Gl M Rh=-Lia 1D AlT-143 133 T LT} L
M- 1 Ie-1E ddd-ddd ik ] i A AT-4l JD-LE
H-Tk 43 44 ENLEL L i L OO L Y L T ] 408
H=-4) 331 &% 187 T i 83 LT} 3 ELY
L1 EL T - | - | 18 i i TR W 1w 113
M-ty 100 1 ad 15 5 TN -1 d0D-L18
g1} | S iy - ] L P
L R T T (R I3t 1T ]
-0l L0 LT -1 137-330
L ] nx 5 (LS 5 A [ CR T Tk
K117 Mo I L] a8 W M [X]
NI Mo <14 11 L T I 1}
KL% M dD i £ T O& il i
K L4 3 il in [ T T il il
Kidi (- I - B -1 15F 14 13k 158
L] [T | 14 in M4 O 17 i1
T T T - B &0
KORT: %) i4 i D
OB M 71 i i
KORIG 78 14 i i

) B P e ® 8 mpares dgral TP s gad




-B7 -

CHEMISTEY & BRIV ERSITY - Vol 1 (2004 ) IR

compared to ceramide and to 2, may reflect a rotation abowt the Cf2)—N bond, and a
(partial) C[1)— or O 3)—0H - 0O=C H-bond, in keeping with a downfield shift fo
C{1—0H and to a amaller extent for Cf3)—0H.

Blolegical Stwlles — The behaviour of T-oxasphingosine (1) and T-oxaceramide (1)
was comparad to that of Sph and Cer wsing a human newroblastoma { SKE-N-BE j cell
line and a murine-promyelocyte-derived [(32d) cell line; the thioceramide 3 and the N-
methyleeramide 4 were tested in the same modek. Theae cell lines were used becawse of
theeir different ability to reapond to Cer, s olseved in a prelimisary screening (see
Fig. 1. Ths, Cer is not toxic in SE-N-BE cells, while it induces cell death in 324 celk
[Fig Ia and B). To gquantitatively analyse the differences between the synihesized
compounds in tle two celllines, we invest igated the viability and proliferation trigeered
by Cer, Sph, and the analopues 1- 4 in concentrationreaponse curves by means of the
MTT (tetrazolivwm salt convemion ) metabolic assay [32].

A T2-h treatment with Cer indweed a decrease in viability in 324 celk, with the
maximal effect ohserved at 10 e (37 £ 3% of contral ; Fig I a). In contrast, the same
concentration of Cer reduced the viahility in SE-N-BE cells by only 64+ 2% (Fig. 7,B]).
We speculated that the relative Cer resist amce might depend on differential expression
ar differential activity of the ceramide kinase (CERK) andfor sphingosine kinase
[SPHE ) inthe twaocell lines. To show that, in principle, this ypothesis is well-founsded,
wie performed exploratory RT-PCR cxperiments. These experiments sugpest 1leat
different CERE splice variants are present in the twao cell lines (Fig. 21, To test the
hypothesis functionally, both cell lines were treated with Cer in the presence of NN-
dimethybphingosine (AMN-DMS), a aynthetic inhibitor of SPHE that blocks the
conversion of Sph to the anti-apoptotic sphingesine-1-phosphate (Sph-1-F) [33].
Inhibition of CERE could mot be perfommed, since no valid inhibitors wee eported in
the litemture. In agreement with our hypotheis, MN-DMS (5 pu) potentiated the
cytotoxicity of Cer, althouwgh to different extents in the two cell lines. MN-DMS, at a
concentration that per se is ineffective, browght the maximal tosicity of Cer from 6+
2% o A5 £ 28% ( Fig. I B). Swch treatment alao increased the potency of Cer. In the
324 cells, co-treatment with MAW-DMS did mot aler the efficacy s inciively (from 37 +
3% 1o 554+ 2%), but greatly increased its potency { 1043 s v 100 ma ) [ Fig. T a). The
effect of NN-DMS on baoth cell lines suggests that conversion of Cer to Sph-1-F plays
an importamt part in rendering cells leas sensitive to Cer-induced toxicity. When Sph
was tested [ Fig. [ e and 4, a higher degree of toxicity as compared to Cer { measured
both in potency and efficacy) was evident in both cell lines. T-Oxasphingesine (1)
hehaved similarly to Sph (Fig. 7o and 4). This sugpests that, at high Sph concen-
trations, SPHE activity is limiting, and the Sph/Sph-1-F ratio favowrs toxicity ratle:
than protection. This hypothesiz also assumes that ceramidase does mot convert all
exopenous Certo Sph, and that other pathways (inclueding CERE ) are active. 32d Celk
behaved differently in reaponse to Sphe As with SE-N-BE cells, Sph proved tosic, but
its potency was increased by the addition of NAN-DMS (I, 3 e in the absence
1 in the presence of NN-DMS). These data supeest that the pathways wtiliing
and metabolizsing sphingolipids in 324 and SK-N-BE are different.

In this case, it & possible that the synthetic analogues in this study elicit different
effects in the two cell lines. All of the Cer analoguwes grossly recapitulated the effects
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J2d SK

CERK-Long (630 bp)

CERK-Shart (352 bp)

A-ACTIN (290 bp)

Fg 2 Prosese of differes ooy of CERK b 2 aved SK-N BE calls The figure s representatie of tree
sepuraE sperimens (5K = 5K-3LEE).

incheced by commercial Cer (C2-Cerarisde, Semia) in both cell lines, with 32d celk maore
susceptible to the treatment, s expeocted { Fig. o and B ). The difference betwoeen 324
and SK-N-BE cells was mome evident when the elative mank oder of potency of thee
analopues was evaluated. Testing compounds on their own showed no statistically
agnificant differemce as compared to Cer. However, in the prescnce of NN-DMS,
where effects were more pronounced, the mok oder of potency was sgnificantly
different. In particular, Cer was more potent than thic-ceramide 3 in 324 cells, while
thioceramide 3 was more potent and efficaciows in SKE-N-BE cells. Indeed, in S5E-M-
BE celk 3 was by far the most lethal compound according to the MTT aszay. In this
syatem, the apparent IOy value of 3 was 3 ma oand that for Cer 100 (Fig, J,50).
Furthermore, evaluating the maximal effects induwced, 3 killed 65+ 6.0% of celk
compared to the 45 £22% killed by Cer.

O of the major concerns abowt the role of Cer and Sph as second messengers in
cell-death programs derives from the consideration that such lipophilic molecules may
plyaically impair cell-membrane function, rather than activating a well-defined
apopiotic pathway |5]. In view of this comsideration, we studied apoptotic death by
testing for muclear chromatin condensation and fragmentation, two well-known
markers of programmed cell death |34]. After treating the cell lines as described
dhoe, muclear chromatin was labelled with a fluorescent DMNA dye (Hoecko 13258)
and viswalised with a fluorsacent microscope under 1TV light. As shown in Fig 3, all of
the compounds found tobe oytotoxic in the presence of MA-DMS (Cer, thio-ceramide,
Sph, T-oxasphingosine ) indwced nuclear condensation and fragmentation at comcen-
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Cird Car thic-Cer (3)

+ NN-DMS

P 3 Hioectes shrkaleg of colle sreted w77 & ik £, N, sledevse sl e, vl 7- oo geopdoe e e T2 ameat
SRGN-BE ol [mages are reprssatase of al least e felhds (a fwes sepamnie aperioess

frations comsistent with those suggested by MTT assavs, further evidencing the
apocificity of Cor and itz malomes in triggering apoptotic death.

Theae data sustain the mlevance of SPHE in disabling, i part, the cytotoxic effact
of Cer by phosplaorylation and highlight the importance in ths espect of cither the
absolute levels of Sph, or of the sphingosise/iphingosine 1-phosglate ratio. Ouwr data
alao suggest that there are nomajor differcnces in the way in which Cer and iis oxm and
MN-Me analogues are metahalised 1o the Sph derivative, and in theway tlat the eaulting
Sph and oxssphingosine are recognised by SPHE. Om the other kand, the greate
potency alwwwed by thio-ceramide 3 in SK-N-BE cells devoid of SPHE activilty (as the
reault of N N-DMS treatment) strongly suppoats the idea that the thio groagy Sl ges
thee hialogical characteristics of this compound. Althoueh, at present, it is difficult to
spoecilate on e resons of such a difference, tho-ceramide 3 miglt lave a ligher
af finity than Cler to death effectors {ion chanmels, protein kisases, phosphatases, efe. ) o
adecreasad capacity to be phosphorylated by cither CERK or SPHE.

g mesital Pag

L symiheks - (ivmtnnd Solvens were dsafbad: THF from Mo asd beszoptenomes, CHLT from Py
MaldH from CaH,. Reacions were canmed ot mader Ar, anbes sntal otberwse Jud T preccased s
el plases | M ek alica gel 60 F b demecion by Seating wiih “oacetais” (400 ml of T H S0, soin | 20y of
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(H, Moy -6 Hath, 00 of Ca 50y ). Fleh caomatograph vy (PO sl gel Flalor do (000 - 00063 s )
peical romtons: 1-dm cell at 257, 5599 non. FT-IR Specura: KBrar ea 2% soln b CHOD ., abeorpaon Lm e
TH- amd P C-NME specing s chembeal sbofasd b pren rel 1o TME @ ememal standand, andcospling constans J o
He HE-MALIM-ME: [ gentale acd (=2 fd5sdnoybenmoe acd, [DHE) matr

T 1, e - O eyl -l onp i o Asew-2- e (8) [ 2] Prepared fmom erifhbeogpl-nogaactal &
according o 32] Ry (AcOEremee 203) 022 TR (CHCL | 350w, 30805, 306w, 2007w, 30 Sa 2904w, 2505,
B, 2T T, 100 1 600, 1, 1 o S, 3, 1 Mchg, 1228, 1 Dk, 100000, 1 008, 10007, D v, S L, T
H-NME §Cd,, 300MHele 936 {d J =78 H-O(1)) T35 -T0% (me, 10 arom. H); 678 (dd J =159, &b,
Ha{3)); a3 jddd F=15% T8 12 H=O(2)); dtd (ad F=110T, PelHE 4.5 (d =17 PRCH); dds {d f=
LT, PelH )443 (d I =114, PolH ) 4. 2% (g F eS8, H =04 ) 390 - 383 (e, H=O{3) ) 3,59 (dd J =98, 48,
HeOfdl: 351 (dd, F=5.9, 54, H =08} 262 (br 2, OH). "C-NME (CInCy, 78 MHz)e 19258 (4 Q1)
LEAE d, L 300 13748, 13000 (3r); 132088 (a, O(2)): 12850 (2d)g 12543 (2af); 12502 (o), 2756 Q) 12789
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SALI- M A 0T (100, [ Ma®, Oy el ) cale 3491410,

T 1, - - O eyl 2, -l o 500 s ey el  |-p-tbren deex- 2amape. (T) Am wecold min of &
(Badg, 4032 mepod) b dry CHOL was treated wits Bl (504 g 206 mesol ) and Mall (DEsg,
205 e ol), sabrred for 45 af £, and them weaed with HyOl Ader enneoos wisy CHyCL (4 = 20 mil ),
e combimed arg. Liyes were washed with brise, dead (Mo 50y, asd ssaporaed FO (slca gel AcliEy
B 2:E) gave mbd T (1206 g, M%), which was recipstalllsad o By bevane Wiie cpstas By (AcEy
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H =y 255 (x M), BCNME (CI00,, 75 MHz) 1925 (o O{1)); 130013 (&, O3 1365, 136 58 ()
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STE
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miwrare was strred for £ min, Abwted with Hp) (2ml), and evaporated A soln of the reshdee b CHCT; was
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gave 8 (1L 76g, 7% L Ooloariess crpstale. Ry (AcOFEnSemne 2 :2) 034, Mp 852587 a]f == 17 (e =100,
CHCL). TR {KBre 33dem (b}, 088w 30, 00T 30k, Bdle, 200, 28 m, 2001, 1, 1458,
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O3 T3, sl (2, 2 FerHy o 65008 (i Oy1y); &0 (o, Q{2 & 88§, Oe)). HE-ESL-MS: T 166 (100,
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weaed dropwise Wil 1bromoondecame (499 mg, 210 mewal), strred for 12 B, asd treatad dropwise wiih
S0 H oy e ool e o et o o a HL A frer At hom wi s Hal), e miwmare was anmeed wih By (3 =
0 . Thee compbimed arg. Layers weme drad (Mas0,) asd svaporased FO (sl gl AoDEstexane 1:1%)
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Amal cabe for CoH M0 (3071 )& B34 H 298, N 808 fowmd: 7346, H 273, W A0
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T, 200 e, 91 Ve TH-WR (T 30000 Hizde 737 -T2 e, 100 aommn. HUpz $.85 (ale, F = 1508, 53, H =Y $)
BAT (el J= 188 BL 12 H {4} 455 (o J =120, FelH ) 4.5 (2, PO ) 4.34 (d J= 120 PROH); 402
(ld F =353, 12 3 He O 84 {dd, F= T8 63 He (3));3.61 {dd J= 5.2 41 H-O[1));3.45 (dd J =93, &8,
H =1} 342 e, FeefT, 2 H=O1'f; 3003 fad, J=b3, 308 H=0O(2)); 189 (br. 5, NH;)g 1.65-1.52 (me, 2
H=C{Z ) 138 - 120 (e, 16 H )z 0088 (o F =, M) SC NME (CTeCL, TSMH=)e 13837 130152 10 dr{ad,
e Do dd(d C{8) e DET Q) DE0 (3 ) D75 {dd Jp 2T4E DA e 80053 (al, O30 T32%, TLeG (2,
2 PiiHg by T, 08 2 s, (1)) : Tiuda e, O1 ) Soda e, QU2 31097 2987 (X 25085 | 3y, 296, X4l
M3 T TE () 141 (g, Me) HE-ESI-ME: 482 3603 (1, [ M H] v, O HgNOj - cabe 523626

TE J- - - Oobemp - 2 4, Frdd woncp 2] Govtades am ond hav b - (- s W -p-erytro- b st (3). A
woln of cnade 12 (687 mg, e 138 mmal) i dry CHCY; (20ml ) was sreated with pyridine (022 ml 2 % menol)
and steanoy] chbodde (S0 mg, 208 menod ), stlorad af rt dor 3 b ddwed with HyO, and extractad with CHET,
13 D00 el ) T oo bomed oy Lavers were dried {Na s, Jasd esmaporatad. Reslds ol pyrdse was removed by
meowope detlnlon wit woluess. B (slea gel AcDEthexans 2:5) gave 13 (Mdmg, %) Wale
crymaline sobd R, (AcOFiberme 1:4) 0200 Mp 5 3-415° [a]f = <202 (e=200 CH{). |k (KBrk
0 (b ), 3306, 3067w, 3060w 30035, 298ds 290E 2050g 1T0de, 16dSe 150 1495, 14T, 1453m,
141 T D38, 13740 138w, D97, 1285, 170, 1300w, 1w, 16, 10k, 100, 98T 900, S0l
TH-NME (I3, 300 MHz ) 735 - 724 (e, 10arcm. H); 879 (de J =159, 84, H= O3 372 {d J =53 WH)
68 (br_dd F =156, 759, H= Cd)) 460 (&, f=12 0 PRCH ) d 08 (d F=11T, FnCH ) 443 (d J=117, I H )
A 30 (o, Fm 120 PRl 408 (dde, TS, T3, A2 H=O{2)): 397 {br. &, F= 5.4, 2 H=O8)): 396 g FaaT8,
H=Cfa)p; 280 (dd J=%% 4.5 H-O01)); 253 (o J =% 3.5 H < O01 ;348 3,33 (AR, 2 H = {1)): 215
L9 (AR 2 H=C@ Pr 18— 148 o, 2 H -2, 2H-Q(3" B0 1312 (e, 44 H)g 0088 o ST 2Me)
A WNME (CI,, TAMHE)R 17238 (g O17))c 13015, 13797 (2a); 13206 (o, Old)); 120995 fa, OfS)); 1282%
{3 ) DR (0 ) R0 ) 1WES {3 Jp 12 TE () THGS (&, O3 T30, Wik, 2 Pl H )7 TS, TS {20,
Ok, Gl Ve G240 O S1E1 O 20 T0E )y 3200 {2y 2550 (o) TRED - 2576 deveml 1) ; Tl 2548,
282 ) Madd @)y Bo4d b 3h, 28RS )y 2R AR () 1428 (g, 2 Me) . HE-MALTDE RS- TTO0S00E (100, [ M
Wal", CaHgMNMNali]; cale THs0SE) Anal cale. for O Hg MOy (TE17E C TE88, H 1090, M 157; fowsd:
TEELHILOTN 174

(B J-24,5- Tl deony- 2o foc radee avsoyd fae beo J0- O ande oyl nerpibro-leey-demlial (21 A woln of 13
(30m g, 00 o) b dry CICHLCHS (M0md ), wes treated with asdoods (315 myg, 50 mend ) and AN,
(480 g, 3 S m e, strred a2 G0F for Ik, coolad o OF, meated dropeise wis 10 ag HEOD (3 mi), and
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ctracied wil Ao (S o 100 md) - The compbined arg. Ligers wer dred | Mag S0y L evaponated, and prarnd el by
FC {aiiea gel MeOHMHCL 2:5) to give 2 (1ddmg, T9% ) Wade crmtals Ry (AcDEz) 026 Mp 84577
2] = =23 {e=2i1 CHL ) TR{ KBr)e DT, 3284 308, 25842, 20 % 2800 2707w, 16350 18512 1 4o,
10 g, 15T, 13, 10 i, Ty, 10, T S, 1S, 200 Wi, 100 v, e, Sl o, k. TH- WOMR (DT,
00 MHzJe 833 {d F=T5, NH ) 291 {br_de, F =156, 51, H=C03))c 5.9 (br. dd, =156, 53, H=0d)); 438
{br. g, Jeodil addn, of D0 s br. ¢ Seod, H-{33)) 3.9 {d J=54, 2 H-{0d)) 3,56 -3 52 (m, addn. of
Iy =schange, H-C{1), H-O[X)): 37438 (m, addn of Dy) <= change, H =) 241 §, J=1ta 2
H=Cir) 306 (d f=354 exchange with Dy, HO=O(3); 267 (dd, F= T2 36, sxchangs with T,
iD= OO0 20 i, P T, 3 H =27 ) 10— 180 e, S H = (2], 2 H =0 3y 138 - 105 (e, 44 H; DET (i,
Feo o 8.2 e ) SO WME (CICL T8 MHEE 1307 (2 O 13088 (ol O e 9088 (O35 Tdadfel {30k
T i, e T i, O N S48, O ) 5428 {al, (X)) SO0 ez 32 0 (D) 25056 - 205 o { e weral £ 2984
(ke 2948 2838 XG3 (3 22ET () 1430 (g, 2 Mep. HR-MALDIMS: 350513 (100, [M & Ma]®,
U HMNaO 7 cale $905119) Amall cale. for O dH M0, (3678 ) CT4.00, H 1295, N 247 fowmmd: O Ta6%, H
1.9, N 2d%

{E J-2-Apido 24, 8 arid vorp 00 svede eyl -erpdoro- k- £ ol 1T A soln. of B {478 mg, 0.9 menal) bn
CH T 20 mal ) was reaed wis andsobe (S0 oy, T 4% menol) and ALY (T4 my, 508 mesol ., gired for BE b
conted o 0F, treated drope e wit 10% ag. HOL 2 i), and anraeed wibAcDED (S = 100 mi | The oo bined
org, lagers were driad (Na S0 ) and evapomtad. FC(siea gel AcDEsheamne 1:1) gave 11 (200mg, &%)
Cndoariess ol L K (AcOFoSemee 3022033 [a]ii= < 172 (e= 05, CHO ). TR (CHCL ) 836w (b ), 503y
Tdg, 2tk Ty 13005, 1 ke, 11100, Dicdos, 100 2, 5T 0, B30 TH-WIE (CT0C0;, 200 MHz ) £54 (b
a, T 182, A4, H= D08 880 fabale, J =100, &, 13, H =44 3 {br g, F =45, H=C{3)):358(d, /=512
H=Cid)e 382 (¢ Fesfd, 2 H=C{1)): 308 (g S =31, H=O02))e 243 g, Fm b, 2 H=O1)): 2.3 (d F =42,
o am e with [0 HO=C03) ) 208 de, Fe=SE, e basge with D00, FHO < O] s 186150 { me, 2 H =002 )
LIE 120 e, 16 H) OO, FooE M e) OC-NME {CINCL TS MHz e 130T f, O{d ) 130007 (&, Cf5) ) Tred
i, O3 Tood i, O f: Tl e, Q1) daboad (a0 ;8247 o, Q1)) 32002, 20 T (3); 2908 (30); 258,
Mdh M IT T ED (e 1427 g, Me) HE-ESLME: 350 208 (67, [ M4 Ma]®, CsHg M NalD]; cale 350234140
Amal cabe for CpH gy (0T, Co238 H 1s N 2 S0 fownd - & 40 H 1024, N 1255

(B l-d-Aralmo-2 4, 5 irldeory - O decyd-o-erpibro-de x-devbiad (1), A soln of 11 {150mg, 0232 mmal) =
dry THF (15ml) was treated with v MeF 059 mil 29 mowol), stined for 165, teard wit ag lu NaH
(58 el A8 mewal), et wed dor 2B, and svaporated. A solnof the residee b Hy O was exracted with AcDE (3 =
o ). Thee compbinad arg, lages were dried (MagS0y ) ad evaporaad. FO (sl gel; AclFremee 1:1)
gave 1 (Dl mg, Td%). White orysmis By (MeOHSCH O, 104) 002 Mp 52-5°. o] =438 (e=1.00,
CHCLY. TR (CHCL Y B33 (br. ), 3300 {br ), 298, 2000 25830 1aTw 146k, 1360w, 161w, 1008,
W2, ¥T2e TH-NME (CIMD,, 300 MHz) 5.8% br. de F=15%, 5.7 H-0( 5k 5% (br. dd =154, 43,
H=Cidf: did (br g, Fes 80T H =0 3)) 3088 (brd J =51, H=C{8))e 371 3810 (AR 2H =1} 3.0 (pd, =
GE, 08 2 He Q1) 290 fpabm | F o8], H=O0 Pz 228 182 {2 br_s, excbange wish Dyl NH;, 2 OH ) 183
LA (e, 2 H=C{Z Yo 138006 (e, 16 H g 0088 (i J et Me) W NMER (CT0, 78 MHz ) 12 240(d, Od)k
L2 20l CY3 ) TS5 O3 TLOS (2, CYE)); TS (e, C{1Y):63.58 (L C{1)): 3616(d C2)); 3208, 2947 Qe
2 H0 | A Xuse, I9A3 3 P EE (da); 1427 g, Me). HE-ESI-ME 300 i8S (100, [ 4 H)*, O H N
cale OGS,

VB -0 - I Oube - 24, 5ankd oo 2 (ot am aslalonpd lvosadee o[- Ol sl me st Baro Jesn it {14
A mivsare of 13 (100m g, 013 meeod § amd Lo saoe's reagent {38y, D045 e ) i obeese was strmed for
9 e ot TEY amd tien evaporaed The res due was dlated wids H 0 (20 ) and extracted wid CHYCL (2=
md) The combised org layers were webed woh s MaHOO, soln asd brise, dred (Ma S0, and
saparated FE (alea gel; Aol Erlevans 1:%) gave 14 580 o, 24% ) Colowriess ol By (AclEn e ane 1:9)
15, [a]g = = 2s (e=200, CH, L TR CHOL, e BETw, 200w, Ddde, 3007w, 290%, 235z 160w, 1313,
Tt 1o 8%, 10t Do, 12063, 1277w, 106Tm, 1005, $7de. TH-NME (CINCL, 300 MHz ) 785 (d, F =50,
WH); T35 -T8 (e, 10 arom H) 383 (br de, J=159 32 H=Of5) e 5.7 (b da, F= 159 T35, H=Of i didk
(akde F = 0 6.2 4, H= O dts2 i J= 115 FaCH ) d300d F =115 PROH 445(d,J =115 PR{H ) 4230
{d, F=114 PoCH): 4.0 (br. g Fesh®, H=0{3)) 397 (br. & F=250 2 H=Cit)): 3088 (dd, J=1000 44,
H=Clyp; 36T dd, F=1000, 4.4, H=O1)) 345-33% (4R, F=68 1T 2 H-C{I)} 280-246 (4R 2
HeC{Z R L7311 {2 H=O 3 L0151 (w2 H =251 38120 (e, 44 Hp; 0UEE {2 J = Gk, 20
A WME CI, TAMHe) 0879 (g C(17))c 13027, 1IZ0T (20); 13264 (a, O{d)h; 12909 (o, OfE)); 12840
(dd )y D00 2l 1INST (34 1A (al); TEE (o O{3)); TIAI, 00 (X, 2 POH); TOUEL, W71 (2 O,
OO0y 0 i O 3188 ol C2)e 82 (g, Q27 3202 Pu) Ep 08— 25 558 (neweral o) ; 2900, 26,43 () 22 3%
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{2k 1433 5.2 Me ). HE-MALID- RS TE6 5540 {100, [ M & Ma]* O gHy MM 5%; cale TESSE29) Anal cale
fior 1 JHL W0, & (T 2 e O T, H 1088, N 183 fovemd: & TIOL, H 1085, N 1945,

TE J-2, 4 5- Thidao xy- 2- [ {ov s weavses byl avedveo | o0 sredecpl-meryduno- - Laveliod (3L A solne of 14
(Ebmg, 011 menol) (e CHAD; (10mi) was freated with anioode (90 g, 008 menod) amd AN {57 myg,
(50 mvemeod ), mbrrad at rt for 16 b conledto F, meated wis 10% agq. HED (1 mil), dbwtedwis HD and emcted
wiil CH AT (320 100 ml). The combised org. Layers were dead (MagSy) and evaporased FO (slca gel;
AcDFEsherans 1:1) gave 3 (dbmg, 0 )L White solid Mop 7375 By (Ao B 081 [a]E = = dd (& =008,
CHCL)Y. TR {KBr)e D0de, 3iddes, 2585m, 2908, 28500, 15 5m, 1467, 10060, Diider Ddde 1170w 1114,
Ty, 107 S, 100w, 100w, 100w, Wi TH- AR (CT00,, 30 MHz e 2007 o, F = T2 NH); 854 (ke de, =
Bt S4 H =30 587 (br. dd, F= 138, 20, H-C@l o474 488 (e, H = 3} 4 — 456 (e, H =2 422
(e, Fe 08, 20, H=C{1)); 40 (o, P34, 2 H=0{#)); 183 (ko &, =108, H=C{1)); 343 g, Feot, 2
H=C{r)e 27 {i, Fe T, 2 H=O{2 ;296 (ko 2 exchangs wish [0, OH); 186 172 {m, 2H =0 37 186
L33 e, 2 H= {2, OH ) 138123 (e, 44 H)g 0038 e S o &, 2 Me) 00 NME (CInCL, 7 MHz ) 30633 (2
Y V3L i, Oy 15T T (a, OF8 n Ta 08 (il O 3 TL0h i, o T TSSO Pt 13, O e B2,
{2 4168 o, OR")e D00 {2y 288 2984 (several dp; 2R10, 2638 Qv BET (N 1430 (g, 2Me=). HE-
AT T MR sl A3 {1000, [ M) *, O H MM 87 cale. 808 48600 Amal calefor O H NOUS (S5245)
CTLSE, H 1151, W o2, 8 549 dowmd: & 7190, H 118, W 248 S530.

TE -1, 5 - 00 baver - 2.4, S trtd a2 f 2 -releven v 1 raadoo veyd favmdvn ] - 600 sl eyl e eyt ar - et - el
wod (1E) Agodn of 12 {280 mg, 0052 mencd ) b dry CHRCL (20 mal) was treated wiss 3eC1 {126 sy, 0057 menal)
amd B (0% mal, (162 mmeod | a2 brred for 16 Batrt, dlwted wis Hy(l andextractedwis CHAD (3 = 100 mi )
Tae combised arg, Lapers were dred (Nas0,) asd evapomiad. PO (50 gel; AcEtexane 208 gave 15
(300img &%) Yellow ol Ry (AcDEsheases 1:4) 014 @] = =47 (e=>200, CHCE). TR (CHO,; e 338,
Ay, 30dtey, M09 I0Ew 29EG, Bl LiSde 15415, 1496, 1454w, 14420, M1Em, D87 18683m, 120 7m,
11 e, 10¥5Ee, 107 e, 100 T, &850, TH-NME (CINCL, 300 MHz o208 (dad, F= 73,18 H-O027); Té3 dd =
T2, 21, H=C pp: 151 i, F =73, 18, H=Ofd")p; Tob (i, Feu T2, 18, H =003 T2 T8 {m, & arom_ H
TT-T00 e, ancen. H )z 853 (b s, § o 1800, 603, H < Q(8)p; 82 (o 7= T, NH); 555 (ol J =150, T2 1.1
H=Cidf: 443 (d J =111 FaCH ) 4230 (b 2, PRl Hy o 4059 d =117 PROCH 408 (br. ¢ Jebl H-{{3)k
A58 (e F=dE 0F 2H=O6)): 375 (de, M= 20, S6, H=C{2))e 306 aldd, F= 9% 87 H= 001 ;3,41 (dd, =
GE ST H =C))z3dife F=td 3 H=Ofl"))e L83 153 e, 2 H=C ))e 13T 120 (a, D6 H ) 0ER(1, J = 5,
Rl O MR (O, T MH =) 14786 (2 Q{27 ))o 1370d, B3TA1{29): 13475 {2 O{17)); B2GE, 130 74, 13242
(3 (47, G5 ) ) 120088 g, S ) 12525 (4l 1207 (dd ) 16T 1208 (Ml e 1042, (&) )o12804
fa, O3 TARS (4, O3 T2, Tidd 2, 2 PRiH ) WOTS g, Ce))e T0T (i, Q{1 iy e (i, (1)) S7TE% (d,
{2 Do, 2GET (Np: 2678 () Mol 2946, M3 IVED (dejr 1477 g, Me). HR-EST-MS: 3240 {100,
[ M e M), CgH N Hadh S cale. 893230} Anal cale. for CH N OGS (i 87 O dbodd, H 758, W 4.0
fonm ot b3, H Tas, W 418

(E -, F-Dr0 bampyd-2, :...14'.!!ﬂj}ul”{lmﬁu}iwmﬂjnuh}{wgﬂ-ﬁ-ﬂqi-nemm
e evlted (16). A sodn. of 15 (300mg, 045 mencd ) bn dry DF (10m) was treatad wish KO0, (124 mg,
050 mvemnod |, Bematad 1o@X, srlorad for 8 s, wreased wid Mel 0008 ml 0090 s ol salred dor ] By coodedio i,
diatad wis Hy( and ewracted with FuyD (4= S0ml). The comiimad o Lyens were dred (MagS0) and
svaparated FE (aiea gel; Aol Fy mane 208} gave 16 (20dmg, W00%). Yelow ol R, (Ao Eremee 1:4)
Q1E [af = <57 {c = 200, CHE, | TR (CH 2, e 30080, iy, 300 ey, 300 Lo, 225 1850 15590, 154 1s, 1 45w,
Tite 148%m, Tddlm, 1370w, 1380w, 120608w, 1277w, 1157w, 1100me, 1065w, W3Tw SSw, Alw H-NME
(O3, 300 MH =) T (o, J=E 1L, H=0{27))e Td3 o, f= 39,2 ancen. H); T35 - T3 (e, @ amomn H); T14 - Tk
(e, 2 aoces. H; 283 dbr ad, J =188, &4, H=Of3) ) 5088 (b dd, J=158, T4, H=0O0d)); 457 (d F=114,
Pl H): 4.3 (d J =114, PelCH); 430 {d JF =107, FelCH); 406 (o J = 117, PRCH): 409 (dadd, J = T8 &0, 43
H=C{2: 403 g, Feet 8 H =00 3 .03 - 350 (AR, 3 H= o)) 376 (dd, § =105, T35, H= (1)) 3.7 jdad, =
WE, 45 H = C{I) ) 3d i, Sty 2H = O 257 o, MmN 16— 158 (e, 2H = O{29) 0137122 (w26 H
QR g, J = 65, Me) 00 NME (CIL, 758 MH 2l 149097 {2, C{2) g 15078 13757 @) DI {2 {17 13084,
B8, VI0GE, 1A (| Oy, Oy, O{d), O3 12858 (o, S8y 12532 (2afy; 13823 (3 )y 2T (2]
DTEE{2aly; DA (al); DTS5 (aly; D08 (al, O3 ) BsS (o, O3 2T TG 2, 2 FeiH, Jr Thes (L C(8)k
W3 f, Ol S TE (o O{Ay); S041 (o, Oz 3200, 3LT1 () ; 30T g, MaN g 28T (i) 2978 (2} ; 20088,
iy, H3E DAY (dr)y W2T (g Me). HR-ESLME: ToE3360 (o0, [MeMa]®, CgHaMaNalns® cale
W DETY. Amal cale for O H NS (S35 O 610, H T, W 4.11; dosnd & 6727, H 773, N 4100

(E - - Oobempd- 24, Fanld woncp 2 acleplavaies |00 adeepln-erytim e - £ el (1T A mivsarne
of B {306 e, 048 memnod amd 00 ag. KOH sols (0042 mL 2 2 menal) =ndy Me{™ was beated o 60, reated
wiil FasH (008 ml 2 2% menad) . girred dor 42 B conled o rL, and evaporased Ao el on of S readee o
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Hylh was extracied with A oliED (4 80 ml | The oo bised arg, Ligers wers dred (Mo, 50 ) asd esaporated. FLE
iz Bea el MeDHNCHLCL 1:4%) gawe 17(212mg, %5% ). Cobon fes o B, (MeOHNCHACL 1:1%) 020 ja]2 -
=86 =2, CHCY) TR (CHO, e D650 (br), 0%, 3kt 3000w, b, Gy 1850 2800w, 15595,
Bidla, V45, 146w, 145 m, TS, 10830, 1067, 1W00%, 57w, $10w. " H-NMR{CT0,;, 300 MH=): T386-724
{we, 10 arcms H)g S53 {br. e, F=15084 53 H=OF)): .70 (b dd, F =148, T6, H=Od)g 480 {d, J=117,
Pl H); 483 (d F =100, PRCH ) 447 (d, =120, PROH); 457 (d, F=117, PoCH); 408 (br dd F=T& 40,
H=C{a)):d 0 fbr d, f= 3532 H=Ofb)) 3061 (dd F =97 56, H=Ci )35 e F =57 23 H =O1 ) 342 (L,
Fe T2 H=O{T ) 288 (g7 e 5.3, H= Q2 276 (broe, NH ), 248 {2 MaN)g 183 - 154 me, 2 H= O{2))71. 32—
L23{me, 16 H g 038 g, ) = &5, Me ) W NME (CTnD,, 75 MHz e 13828, 13806 (20 13214 {d, Q{4 ) 1242 (o
SN DA R (2l DR 1 (2d); 1706 @) 108G (M) 12780, DTIE (2 ; Told (o, O3 TA2E W3 Qo 2
Pl ™Hyy Je, TOUST, TOUSH 2o, Oy, O Yl 848 (o, C{1))ps s 9 i, O2Np: 34T (g, Mel); 30 9%, 3% & (2); 2971
(3 T2 Medd IR IXTE (4 M4 (g, Me). HRE-ESI-ME: 49623779 (100, [ M« H]", O Hs N0 cale
b TTER) . Amal cale. for OpH My (5.0 CTLE, H %6 N 2183 joand & T74%, H 295, N 266

(E J-1, 2 - O bavepyd 2, 4, L ardde oo 2 [ o comalene arvseoyed W e el ereealions - O - e piunc- Maiey- o vl e
(B} Asoln of 17 (0 oy, D0 moenn ) b Ary CHCD, (10 ol was treated wish prpridine (0008 s 0068 mena 1)
and gearoyl chboride (D1%ml, Db mmal) at r.L for 3 b dlwted with H0, asd extraced wis CH 2, (3=
00wl T ool e g layers were dead (Mags0,) and evaporated. Resdual prrdise we removad by
speniropo detd tbom w i tobsene. B allea gel; Aol Ertemne 205) gawe 18 (300mg, 5% | Coloariess ol
Ry (AcOEstexans 104) 030 [a] = <2500 =200, CTHCL ) TR {CHCY)e 340, 3T, 3, 3003w, 50T
AR 1630, 1d0de dide 1455w W0, Dide, 1308, 12080, 1100, 1001w W& 5w, 9w H-NMRE
(T3, 300 MHz, 201 mivsare of dasterensomers)c T36- T {m, 10 arom H) 5.8 (br e, J= 106, 523,
W37 H, 479 @e F =150 37, 0083 Hp{ H=C{53) )k 5.8 {br. dd, =188, 83, 083 H) 58T {dd_J =186 53 037
Hy (H =G}z To— 480 (br. 2 083 H-o£00 B 48% @ S = ILT 03T H ) 457 (d, J=11.7 02 H P CH ) 452
{d, Fe 123, PRCH ) 448 (d F =114, 005 H), dodl (&, F =100, 0083 H) (PelH )4 28(d, =120, FnlH ) 407
o Fmd 1, 3 H), doieh g, Fem® 1, 03T HY (H=Of3 ) 400-353 (48 2 H= b))y 3858 (ad, § =50, & d, 006,
H =1} 39387 (m, 037 H=O{2)); 178 f@d, Fes102, 33 0T H), 378 {dd, Fs 1008 36, 063H)
(H =1 ;308 (ke o= 102, B4, 0057 H = CI)); 243 3.0 (AR, 2 H =17 29 {5,158 H), 278(z, L11H}
(e 2t 2 32 (e, 03 H, 20218 (e, LITH) (2 H=C@ )z 174150 {me, 2 H={{2) 2 H=0{ "))
L3612 e, 44 H 038 {2, FeofS, 2 Me). aCNME (CICL, 78 MHz, 201 mbeare of dustereaomeral
sigaals of major meener: 17T3M (g O{T ) 13822, DET (24} 130T (o, O{d))e 123030 (&, Q{5 1284812701
{several d g TEFT (o, O3 TR T4, PoiTH J)p; W008T T00583, T4l (32 FaoH,, O{), G 67 i, (1)) 380
b, O S oy 30 55 e 29 S0 — 25 00 {meweral gy 286 (g, 3 el g 2632 1508 (N 22TT (s 14 (g,
2hfe); shgmals of mbnor Bomer: DTS o, O17 ) 13TET 13TET {2r) 12 T4 (al, O )); 00 (o, O{5)); 12848 -
LT3 {several dy; TEST (&, C{3)):; 7320, TATS (2 2 PeiH,); TAST (& sl T2 g, O19); 617 (&, 1)k
o 35 e, Ch: BT () 3GT (uy B o 25 10 (mewerald i); 25000 (g, Meb)z 2 33, 248 () 22T (X 140
(g, 2 Mzl HR-MALDEME: T8 608 (100, [M & Na]', CgHagNNa]; cale. 4814} Amal cale for
o HL W (T e O TS, H 105E, N 18 ; fovend - & TEEE, H 11068, W 200

(B |-, 4 8- Trdeoxy- 2 frov s eeavsoyd e elepd lavesdee o - Dl dvyd- Deepibrode pdemliad (4L A soln of
B (302 my, D40 el b OCHCH D (0mi ) we treaed with anisods (0052 md |, 450 meood ) and AN
{450 g, 3 e ol ), st brrad an 60F for 15 R, cool ad o0, reateddrop wise with 10°% ag HOL (2 mi), 4 keed with
Hh, amd ewracied wide Aol (2w 100 ml ). The combl mad arg, Lyesm wer dred | Ma 50, ) and svaporased
AT slbea el MaD HACH 1L 208) gave 4 (172 o, T4% ). Wailke solid By (AcOE02. [a]@ = & 30 (o= 100,
CHCYY. TR {KEre 33 m, 29800 2908 28800, 1712 18000, 1488w, 1408w, 1374w, 106080, 1105, 10ESm,
Wi, 100w, T, TH-NME (T3, 20080 Hz 7:1 mbawre of daserecsomen)k 3.585 {br. de J=15.4 i,
H=C8)k 876 (br. dd, F=1506, 60, H= Ofdy) 459 (br. g, Feot3, 00ATH), ddii—d 2 (e, 0003 H) (H =0 3))
AOT-3 8 (me, 2 H=0(1) 398 {d, J=d8, 2 H=Cfs)); 168 (br i, Feat S, 38, H= QX)) 3.9 (d F=230,
e am e with Tu00, HiO = 30 387 280 (br. 2 exchange wigh [0 HO=C 3400, S f8 2 H =01 )k
A0 g 2A1HY), 282z 039H ) (MeN g 230 (i e TE 2H <0027 B LS 130 e, 2 H-O2 ), 2 H =)}
L36-L2T (e, 44 Hj: 0EE (g Feol® 2 Me) “C-NMRE (CINCL, T5MHz 701 mbvnare of dastersasomeril
sigmals of oo o ars 1TR00 (e, Q1N TEUU0 (o, O )z 12933 (d, O03)p: TLIE (o, O 3)) WU i, Cld))e
WS g, O b e, O ) S180 (e, Q{2 36,30 (g, MMy 3482 (i) ; 3058 (2d); 258025358 (gevweral i
20 27 28 08 ) TR Qe 1420 (g, 2 Me ) shamals of mbmor momser: 17402 {2 CO{17)): DL (& Ofd ) 13004
i, CLENY: T223 (e, O3 T0S2 (2, C{6)): TO26 {2, O1)); 6221 2, Q1Y) 6200 (o, (2} 3379 (1): 398 Qu
o M- 3% (zeweral o) 2HSE g, MeN) M7 M4 (I BT (3u); 1420 (g, 2 Me) HE-MALDLMES:
0 T (U0, [ A e MNa ]r, O H MMl cale 43278, Amal eale dor G HL N0, (SELGS O M.30 H 1230,
W 241 fommd: O 7400, H 1224, N 242
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L Bslegical Tesk - Maserialy aed Meskods, Call {dner Toe SE-N-BE hamuan searcbiasom cell Laes
were obdabned fromn the Europars Colbaslon of Cedl Cabwrer (ECAOC; Foglomnd ) amd calnared bn 30%
rathecee's Moddied Fagle's Medom (DMEM) and 80% F-12 soppl emented wi 100 doetal hovine senem,
2 oo meo) .- v, el By 1000 e b, amed s nomrpe b {100 e ). The 324 mnoise prombeiocyic cell
L was obialned fom B4 O and cattared bn Freore s ol ad P atbesao's medonm sap plemented with 10%
fioetal Bovwine s, 2 mnmnod ©-glatasais &, penke B {100p g ), and strepon srpes (100 pglal).

Thlamlyd Blae Tararoles Brosbde (MTT) Amap Ewpermens were perfomed o lovkes soln
{34 ool ML 5 mmecdd KAOCL 4 momecd® BaHCD, , 100me ol HEPES (pH T6), 23 mod') QoL 1 oo b
M 8 ol snse rose ) with g Bl MTT {144, 5 e gt ap ol -2- 3 -2 5 e oy M cvrmia 2 00 B0 B00FA S 0
of 2E0 e Cells were wked twlce wis Locke's soln, andibengrows forl b wiabMTT an 27 Reacwoms were
Zen stopped, and e crptals were solahilsed [ LPrOHHOI before belng read at 370 mm = oa
s tropl ctoeneter [0

Mucksar DNA Suleleg For foorescesce-mlorecopy anadlws of DNA megiay SK-MEBE or 33 cels
(oyioepran Wit a Shaesos iocenwiduge, Suanmon, UEA) were plated on 12w gess cover slps and
v by el vy 2 I wily o Eff vt s B vl oF e ramicdes amal ogses af diferen 1 oon cesvtra o Fiske ne b
| ool TU8E Roele Plagesork: SpA Mlan, Ialy) DNA snlnieg was mad 1o dete madear conde igaton as
apopont e marker. Briefy cels were wiled once (o PES and fwed with a soln of panform debpde 4% for
A s an & Cels were permeabilsed wizh PESTRITON X-100001% dor £ min Falowing FES washing, cells
were stlned with o solm (0F gl | of bisbeneion d= b PES 2 mg'ml b water) for 30 min o 37 Cells were
washed twice with Hy), and moanted onin @ oover sip oo be ssaaleed wiiha UV d0ter (3600355 o) [35].

Reverse Traere ripaase Fodyestrare Clarde Reaerlos (RT-POR) . Toml BMA waslao Led droon cells ming TRI
REAGENT (S} and cDMAw® made min g Se St ordos ampldicatonsyatem | Soraarges ) accardag 1o
2 sl acrarer's prococal. POR Uss g specidic primens for CERK was carrad o (o oa volome of 2 gl of
reaction mivTare gapplemented with 10 = Eaction taffer, 0% mos of cach INTE LS mw MpUL . and 08 @ of Tag
polymeree. Taree g of template asd 008 pu of each primer were med. Samples were ampl ded wid an l=iilal
demaaraton at 54 for 2 men, folowed by 20cwcies ol denataraton at 94 dor 30 s anmealing @t 5 for30 g and
entemad om an 72 for 1 min.

Primer saguences{all # <=3 were  CERKsbon farward GTTTETGR OCEATEA ATGOEAL CERKsSon
reverss CTGEEAGTEG ACTCTG ACCTE, CF RE o g forsard T TEACTTOTGGCTEC G0, CERE-
Loingg reverse U TT TR T R0 AT AT OUA The amapldeaton of o ain ge- o me prod oo was fanber verdled
by gl decuopiaress. The expresaon levels of CERK were comparad o actin a an el stasdand.

[rava Aealyel. Realts are sipressad @ mean = 5E Sutstical amalyss was performad by amayss of
warianee (ANDEE L A pvabee of <0008 was comsbdered 1o be stalsteal by signd feant.
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La sfingosina determina il rilascio di calcio dai d epositi
intracellulari attraverso il recettore della ryanod ina in
omogenati di uova di riccio di mare

Numerosi studi hanno dimostrato che sfingosina e sfingosina 1 fosfato sono in grado di
indurre rilascio dai depositi intracellulari in un modo analogo ai secondi messaggeri.

Nel lavoro che segue, abbiamo utilizzato 'omogenato di uova di riccio di mare come
modello per lo studio dei meccanismi del rilascio intracellulare di calcio, per valutare gli
effetti di questi sfingolipidi. Mentre ceramide e sfingosina 1 fosfato non alterano la capacita
di rilasciare il calcio, sfingosina stimola il rilascio del calcio dai depositi intracellulari
tapsigargina sensibili.

Questo rilascio di calcio € inibito da sostanze che bloccano il recettore per la ryanodina
(alte concentrazioni di ryanodina, magnesio e procaina), ma non dal trattamento degli
omogenati con cADPR 8Br- cADPR o bloccanti di altri canali del calcio intracellulare. La
sfingosina rende il recettore per ryanodina insensibile al cADPR. Abbiamo proposto che
nellomogenato di uova di riccio di mare la sfingosina sia in grado di attivare il recettore per

la ryanodina attraverso un meccanismo diverso da quello utilizzato dal cADPR.
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Sphingosine releases Ca™ from intracellular stores
via the ryanodine receptor in sea urchin ege homogenates
EM. Floriddia ™', D. Pace®', A A. Genazzani *™*, P.L. Canonico =",
F. Condorelli *, R.A. Billington **
* DESCAFF, Unbserritd del Plemante Odentale, Fla Bavda 6, 25000 Mavam, Taly
¥ Center foie Dewg and Foaod Bisechvalagy, Misand, Tialy
R wed 12 O ober X405
Awlale calae 25 Ooeder XN05
Abstract

Warious reparnis haw demeonsirased that the sphingaBpads sphingosine and sphin gosine- L= phosphate are ahle to mdoce Ca® release
from miracelllar stores ina smlar way to second messengera. Here, we have nsed ihe s urchin egg homogenate, a model system for
the studv of mimacellubir Ca®* release mechaniams, 1o mvestipate the effct of thess sphingo pids. While coramide and sphingasine-2-
phosphate did ot disply the ahilily 1o release Ca™, sphingosine st laied fransent Ca™ releass from thapsizargin sensiive niracek
hular stores. This releass was mbahited by ryanodine recepior hlockers (high concentrations of ryanadine, Mg™, and procaine) buinot by
pre-treatment of homogenates with cADPR , &-bromao-cADPR or blockers of other mtracellubyr Ca** channels. Flomever, sphinga sine
renderad ihe ranodme receptor refraciory to cADPR. We propose that, m ihe sea urchin egg, sphimgosme & ahle i actvate ihe rvan

odime recepior via a mechansm distmct from that used by cADPR .

@ M Elsevier Inc. Al nights neserved.

Keyeinis: Ciliim sgpaling, S webin o, Sphingaine, Rasaliae gopos, ¢ ADFR

The trnsduchion of extracelular shmuli b mirscelubr
respinses by means of C27" signallng = & vilally mporiant
mechamsm for & wide ramge of cellular prooesses. In wsmg
rises i intracellular Ca®" concentrations, the cel plans a
dimgerams game &= sustamed high O3 concentratiom
are lethal 1o the cell [1]. Therefore, the cell has devedoped
mincate snd highly regulated mechanians for the mduction
and termmation of simulus-mdoueed Co' nses [2). Whik
memy factors and protems e involved in the influx and
extrusion of (2" scroas the plama membrane, just 3 small
numiber of channels, pums, and fEclon regulile the maove-
ment of Ca® i and out of the miracelular of ganelles [21

Second messengers regulite the relesmw of C2®' from
miracellular stores such 2s the endoplisme neboulum
(ER}, the Ceelgl and vesicular comparimends [3]. The ses
urchm egg has kng heen used 353 tool for the investiga tion

" Cornmgoaiing suiles. Fax +3 0121 37821
Fmald addrere gesaeensfplarm inime 0 (AN, T s
! These audies oo edated apuly

O00E-2900E - i Soat sailer & 2005 Faiewer e AL sights maisved
iz |0 DO 6 Mt 20005 101090

of Ca®" relesse from mirscelulir stores due to il edse of
we m live 5" mmgng amd homegenaie eperment:
and enpermmental robisiness. In the gystem, three second
meesiengers have heen well charsctenzed 1o date and are
[Py (moatal1,4, 5-tnsphosphate), 3 small phosphorylated
mastel sugar produced by cleavage of membrane phos-
pholmads whech acts on IPy receptors m the ER [2 oyl
lenaane diphasphate nhase (CADPR) [4], 3 cyd derva-
tve of MAT that sctrvates ryamodine receplons: aned mcotm-
i &l ademine dmuckeotide phosphate (NAATDP)[5,6] an
FA TP mieta ol e tha t acts on @n & yet unidenta fied receptor
kocated on an sl vesmcular ompmriment that probably
civres ponds to ysosomes [7,8] These three messengers ane
shle i act m concert akeng with O£ influx pathways o
encode 2 rises that, due to their exsct spatial, temporal,
am amrph tude charscters s, are magque and actvale only
the desred targets in response bo @ speciic s imuls.
These thres sacond messengers have been shown o ezt
amd &t dlso moother modds, ineludmg mammahsn calls
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whrre erndemo suggees & B g Fourth mohaaism ooy onis
e ald im entra el of conplenty o e mocdag of sig-
aadi Sphimgoiine (Sph) oo maps aphimgolpad el
i cvol i a bege sumber of (el Nmclons in ooay
el [] 12 = fbe anpled, wilh msped ool aisichise, of
e splingelpad Sinely, whih mdide crannk (T,
sphingoeime-| phesphate (-1 -FL and phingempelia omd
i predhiond By B deacpliion of Cor iby comnndine or
e dephophodaing of 5 1P By splhngedne-|-phos
Pl fhophai] [10] The damnal Rafon of Bee

am i e sguddoa o popgon with Ce
md Sph bong mipeliicaie md poo-apepiotc whik
S=I-F i3 @ profifratve amd : ageat [11]
Therdlze, e rdafve levels of cah of Bioe melosde n
e ool 1k “phnpgolpd decd @) e abls 1o doiemins
celll Bate, smd s e e, snomg efher Baes of seinch, o
ideme siidy of e Bpds in relifion fo cimes [1 1] 18 ks
Eom shown S e wdoas of fph am maladal by dimcd
il emadd s with potes kimse © (FEQ ada sumber of
cle pocicn Eimia Smilks, moning Sl Se of of
Sk a wide seging [12)

Ia wldificon fo Soe fociom, S5 ks bam dhown o
medisge imimcelube Ca™ mlcee m @ oumber of esll
frpes meliding Taels, paecnd od poooec asmr
cell, sficletd mriscke, aodmplly and Bepad ol ad
aie Ta' oflux in & aumber of male [13- 18] Beweves,
i svemdl of B modds, i his Bom sl tkad Sph
medubalite e Wnuiely ospeadkble B e ackvly
[14.17] Thta m soenoumbian odls sgeed B &e Sgh-
smaisve Ta™ sfom ix the same as tkat amasve i 1R,
i;;.llu:]’.'ﬁ. Heweven the melonile bgd of Sph

T oo 1w med knowh a F B apls ]
chddine rexpior hin Been ul.::ﬂ.l m] ::E:L
Bave Il fe die bppeficas e Sph oo o oo sead
mesampEr dopfic Boag bosaid lagedy o caccilbabes
membrimes due o i Bplocgheke el hdoml @ &
oyl B o o suficeily solible o oajuecis mels
e abitle botvom nmembrinc cosing B cfiead [21]
Furtiermere, e meacphapherietel deswatve of
sphingoeine, 5-1-F, ha alae Been shewn o mdex Cat ™
rdcias foom @ores m o mumber of ool maleds [2123]
Again, the 5 |-Pomatve dore i Buipagign snale
and imferaons with the [Py moxpies have ko poopasnd
oyl e madimnm o (b nksadon w oo bl
Bepusa i dnablke o Heok e dfos of 5 1P [13.24]

Ia the proent coatsbaton, we hae mnwsigeal e
e of Sgh n-ul:‘bl:_::l:u::in:l:uun.‘hin:-hm':-
maes fiph roeed Ca™ m 4 depelependen? numes foem
a Bupaginpasemiive siom amd Wi cokmavdy Buokal
By rypnedine, procine, and w_b-l.l.lﬂnlb:f hepuasa os
o conrmiza@nas of MAADF Firfiomoe cADPR-n-
diznnd Ca ™ eelease win almod cenpleldy st fd-
lowing Sph-mduinl ™ mleme, migpsing Sl reloos
coliry va Be cpaedne rexpdor ([ RyR) Surpmamgly,
Hough petoement with A DPR bl bale o on k-
sopuend fphandul Ca™ relene il ["F};AIIP:H. Bamd-
ing. o e By Spl

Pl ials sl et

Fadrraae o b gy @ Fr i Jpnaddaid
it e | P e o T B s v el o O o ol i s o g e v i
ol s Ol st S it T, TIRAS T crmongini e il P i Rt
& proa o ngedy o far oo char e d by Darge a 8. 209

i.'.i.‘"lrdl(w sk o o by @ icpaatdal o ol of! 305 Berangima
I e allalar el s 0] o el it o 3500 o O ot asliann il vnalta,
D el -rhy i ol mal, OoF oalel Dhapsi, pE1 7.3, | bl Bl | el
ATE, 1imM phespheara@ing, 100 m] cnetes phospledd s, Gl
bl ). T8 hatboms sl ol ad o @ | Y5 anad tha el beormogimam
coicimaralon wad 10 Aoy e patomead s 1750 mieg &
e A ot g T oo Bt | 6 P - T e 05200
By pater. A | peiries it b rler o Dy G ARpepria e oot el el
il il I ks pha Fpdy i ol el | MR

Fodddgod fddling | PEA TR ama [ pura ol ey sy’ i ba
[ 377 o bl mg sy, | P AT B {3060 pobl) v e b el 000 g
okl gy Beorogam i Tl baafer O I mle @ 4 50 ok 00 A
Speb or D0 B0 & rmaeivalyy, 200 g o Bacorn ol Bt 0 T -k rad ar
1750 e Momle sich B i Spb or D RO befors bell g aaddad oo tha
b g i i . Blmiikers wwra s e By e aaiinie off 200 g o]
pegobalien and B pedvabyhes ghooed B s ioia el Soitiad G
cmdriighd & 3000y for dorn i ard ST The @ il MEafand wad Gapdramd
arad el pelli wae wadkad oicd B | ol D beafer befoda the Gaddiiom of
| o] e et v ] ] e il oo i ] gl

Reelin omul discimbon

The sca unchn gy amd fhe sea uschin Bemoge
nade kv loag Beem ind B the diudy o dgndling
[36] Whie S nbc g bz b pactd e e
abidying #e sgnallng sad physchyy of Efiicdoa
and eelll diviaen, the homegemaie hin provel mvduable
ax a meddd B Be dudy o soomd mceoy eoindionl
O™ el [Z8] Sevwzdl cepeds have aiggeel S
Sph m albe te Emuae Ca'” mlewe Eem intaslule
sfems B mmmmalian el and we Sawcfon @ mpand
fe exmfion fhs Sading in fhe s wrchn o hemogesde
12
umhin oy hemopemiies induxsl g doe-lepemdent [
temaint (Fig 1A sad B Al Sob odeoed O3
en &l eopemimentd days Boge wasakility in e oo
and Eacke pisameis o reloee win el Fuclie
meze, kws of wdaty win noted whom Sphowas kept @
room Erpem hie for loager ika | B, proilly e o ok
dagwa. The mommse v hio-d Auorermie el win
mdeed die fe T9'T orekmie smee adddea o aleagal
amoidnt of Spb b hic-] n 1M Rl abae dil ol du
Bucrenenie dhampes (digi mef shownl The Sph-nduosl
O™ mamiel m Bomoegenaie: was markedly difzed
Foem thad clcied By MAADF cr cADFR sime fe ruing
Phice of e reloiae Wi agmiicantly slowes oodBag noa
ooy Eme o pok (744 |9 men @ 100 pM Spb compeal
Bl min fo CADPR or FAA TP and e euptde wan
abo sgmibcady shwe A soad aldfon of pM
afes de e Ead retumed g Basclie imdeesd a 050
fmmarnl ol el i e el ecend repomse
1045 + A% ol de imt n = 5 Fg 14 O8' reupside
Wi nad chaemvnl e She wend aldien of fph. Soh
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la e bl foa unhin oy e Denmdnin of the G-
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Dipartimento di Scienze Mediche, Universita delnRiate Orientale, via Solaroli 17, 28100 —
Novara (Italy).

2 Istituto di ricerca “G. Gaslini”, Genova (ltaly).

[P.73] Death signalling by TNF, not by etoposide follows an endocytic pathwaydence that the
lysosomal protease cathepsin D as a dominant egaeut

Démoz M}, Cesaro P, Castino R, Raiteri E}, Ariatta C!, Gargiulo M*, Pace D', Baccino P,
Monelli G2, Isidoro C*

Dipartimento di Scienze Mediche, Universita delnRimte Orientale, via Solaroli 17, 28100 —
Novara (Italy).

2 Dipartimento di Medicina ed Oncologia Sperimentalriversita di Torino (ltaly)
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» 32th Annual Meeting Society for Neuroscience, QitanFlorida, U.S.A., 2-8 novembre
2002

[Abs.526.15] Integration of ceramide-induced deptiogram and retinoic acid differentiative
pathway.

D. Pace R. Picco, F. Condorelli and P.L. Canonico.

D.I.S.C.A.F.F. Universita del Piemonte Orientalevira (Italy).

[Abs.818.2] Expression of hematopoiesis-related-remeptor tyrosine kinase Fes in neuroblastoma
cell lines.

R. Piccol, D. Barbonel, S. Ferrafil,Pacd, M. Missale2, P.L. Canonicol and F. Condorellil.
1.D.I1.S.C.A.F.F. Universita del Piemonte Orientdeyara (Italy).
2. Universita di Brescia (Italy)

* Molecular strategies for understanding neurologieald psychiatric disorder, Brescia 19-
20 Dicembre 2002

[Abs.21] Differentiation and cell signalling: cerada-dependent modulation of neuroblastoma cell
viability

D.Pacé, R. Piccd, F. Condorelfi, P.L. Canonicb

1.D.I.S.C.A.F.F. Universita del Piemonte Orientdeyara (Italy).

* Camillo Golgi Program for brain research Iind mewji on molecular strategies for
understanding neurological and psychiatric disosléPavia 7, aprile 2004

[P.15] HDAC inhibitors and valproic acid (VPA): e deacetylation in neuronal differentiation
and apoptosis

Gargiulo M.1,Pace D1, Condorelli F.1, Canonico P.L.1

! D.I.S.C.A.F.F., Universita del Piemonte Orientafie, Bovio,6 28100 - Novara (ltaly).

e 4™ Forum of European Neuroscience, Lisbona, 10-14d2p04

[A.145.10] Valproic acid (VPA) differentially affés viabilita and differentiation of neuroblastoma
cells

Gargiulo M?, Pace D, Condorelli %, Canonico P.L.

D.1.S.C.A.F.F., Universita del Piemonte Orientai@, Bovio,6 28100 - Novara (Italy).

* |l Meeting Molecular Strategies for Understandinjeurological and Psychiatric
Disorders, Novaral9-20 maggio, 2005

Imatinib (Glivec) decreases cell proliferation andreases steep decline of AKT protein and
phosphorylation levels

Pace, D.;Genazzani, A.A.; Canonico, P.L.; Condorelli, F.
D.I.S.C.A.F.F., Universita del Piemonte Orientaii@, Bovio,6 28100 - Novara (Italy).
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» 32° Congresso Nazionale della Societa Italiana dirfracologia, Napoli, Italia, 1-4 giugno
2005

Effects of imatinib(Glivec) on human neuroblastored lines

Pace D.1, Condorelli F.1,Canonico P.L.1
D.1.S.C.A.F.F., Universita del Piemonte Orientai@, Bovio,6 28100 - Novara (Italy).
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Alla fine di questa bellissima esperienza non rimane altro che ringraziare le persone, e sono tante, che
mi sono State vicine, mi hanno aintato, incoraggiato e perché no fatta rinsavire quando ce n’e stato
bisogno!

Incominciamo da chi mi ha dato questa possibilita il Prof. Ciro Isidoro, sempre presente quando
serviva, nonostante io non fossi pin ufficialmente nel suo labo, anche per “mazzolare” !l La dott.sa
Roberta “Bettina” Castino ma mi chiedo come avrei fatto senga di te! Un’amica insostituibile é grazie a
lei che ho potuto apprezzare le sfaccettature di questo piccolo grande mondo,

Passando al DISCAFF sicuramente il primo della lista ¢ lui il Chiar. mo Prof. Pier Luigi Canonico

ormai diventato “Lo Zio” uno di famiglia per averci adottato a suo rischio e pericolo e che rischil!

17 dott. Condorelli Fabrizio il piccolo Diogene della farmacologia che cerca disperatamente la verita in cio
che fa e che si ¢ messo a disposizione e in gioco pinl volte, per i suoi discepoli, abbiamo avuto tutto
sommato poche occasioni di scambio di idee in modo tranquillo in questi anni, ma la mia stima per lui
non € mai venuta meno.

17 prof. Genazzani Armando, dal suo arrivo ha portato una ventata di novita nei laboratori di via
Bovio ¢ sicuramente una grande risorsa il dott. Billington Richard che oltre ad aintarmi concretamente
per questo lavoro di tesi, si é rivelata una persona molto speciale.

I ragazzi del laboratorio di farmacologia hanno giocato tutti un ruolo molto importante, a partire dalle
ragazze che ho seguito pinl da vicino in tesi in questi anni: Alessandra, Silvia, Sara, Cristina a quelli
che sono tutt'0ggi in labo e con cui ¢ rimasto un feeling speciale: Elisa B., Elisa F., Daniela, Francesca,

Stefania e Jumpy.

Un grazie sincero va ai miei familiari tutti, e ad 0ggi le famiglie sono due, perché gliene ho fatte passare
tante gragie mamma, papa, Luciana, Ezio, nonni Maria, Francesco e Antonietta

In particolare I'ultimo grazie va ad Alberto che in tutto questo marasma ha trovato il coraggio anche di
sposarmi!!
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