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SOMMARIO

Questo lavoro di tesi si & focalizzato sul coinvolgimento del recettore-2 del VEGF nell’effetto pro-
angiogenico indotto in cellule endoteliali umane da agonisti del complesso recettoriale CRLR/RAMP-2.
Punto di partenza e stata la dimostrazione, ottenuta con svariati esperimenti di angiogenesi in vitro (Matrigel
assay e test di proliferazione) effettuati su cellule endoteliali umane di vena safena (HSVEC), che un ligando
endogeno di tale recettore, quale Adrenomedullina (AM), ha un ruolo di stimolazione dell’angiogenesi in
vitro. Il coinvolgimento del complesso CRLR/RAMP2 nel mediare tale effetto & stato verificato con
esperimenti eseguiti su cellule in cui € stata inibita I’espressione di RAMP2 mediante RNA interference.
Inoltre, I’azione pro-angiogenica del peptide osservata sulle HSVEC non e risultata secondaria ad un
incremento della produzione di VEGF o dei suoi recettori. L’esame dell’effetto di adrenomedullina
sull’espressione dell’mRNA per VEGF, VEGFR1 e VEGFR2 non ha infatti evidenziato nessun cambiamento
di espressione del’mRNA per questi marker e sia il silenziamento genico del VEGF che I'uso di un
antagonista di VEGFR2 (V1), non sono stati in grado di inibire I’effetto pro-angiogenico di adrenomedullina.
L’utilizzo, invece, di SU5416, un potente inibitore dell’attivita tirosin chinasica di VEGFR2 é stato in grado
di inibire anche I’azione di AM.

Da ci0 é stato ipotizzato che il legame di adrenomedullina al complesso CRLR/RAMP2 possa indurre una
transattivazione del recettore VEGFR2 del VEGF. Questa ipotesi & stata confermata e supportata da
esperimenti di immunocitochimica, immunofluorescenza e western blotting mirati a valutare la
fosforilazione di VEGFR2 dopo stimolazione delle HSVEC con AM. Di ulteriore conferma sono stati i dati
ottenuti con intermedina, un altro peptide appartenente alla famiglia del calcitonin gene-related peptide
(CGRP), che agisce anch’esso attraverso i recettori derivati dalla dimerizzazione di CRLR e RAMP. Anche
il trattamento con tale peptide € stato infatti in grado di indurre nelle HSVEC la fosforilazione di VEGFR2 e
di produrre un’azione pro-angiogenica in vitro.

L’insieme di tali esperimenti ha portato alla conclusione che agonisti del complesso recettoriale
CRLR/RAMP2 (quali adrenomedullina e intermedina) siano in grado di indurre un effetto pro-angiogenico
in cellule endoteliali umane sfruttando I’attivita tirosin chinasica del VEGFR2 e come quindi ci possano
essere modi alternativi di attivazione della cascata del segnale VEGF-dipendente anche in assenza di legame
del fattore trofico al suo recettore.



SUMMARY

In recent years, evidence has accumulated that many endogenous peptides play an important regulatory role
in angiogenesis by modulating endothelial cell behavior. Adrenomedullin (AM), one such factors, was
previously shown to exert a clearcut in vitro proangiogenic effect when tested on specialized human
endothelial cells, such as HUVECs and immortalized endothelial cell lines. In our study we used normal
adult vascular endothelial cells isolated from human saphena vein to analyze in vitro the role of AM related
to both early (increase in cell proliferation) as well as late (differentiation and self-organization into
capillary-like structures) angiogenic events and its relationship with the VEGF signaling cascade. The results
indicated that also in this endothelial cell phenotype AM promoted cell proliferation and differentiation in
cord-like structures.

These pro-angiogenic actions resulted specific and mediated by the binding of AM to its AM1
(CRLR/RAMP2) receptor, as demonstrated by experiments performed on cells transfected with short
interfering RNA inhibiting the expression of RAMP2 and, as a consequence, of a functional AM1 receptor.
Furthermore, AM is not acting through an up-regulation of VEGF and/or its receptors, since no changes in
the expression of these markers was detected (neither by RT-PCR nor immunocytochemistry) following AM
administration. To further confirm these data, the effect of AM administration was studied in two different
experimental conditions: i) in cells where the VEGF production was inhibited by gene silencing and ii) in the
presence of a specific antagonist (V1) of the KDR receptor blocking the interaction of VEGF with that
receptor. In both cases no significant reduction of the AM-induced effect on cell proliferation or capillary-
like tube formation was observed.

Interestingly, however, when the experiments were performed in the presence of SU5416 (a selective
inhibitor of the VEGF-R2 receptor at the level of the intra-cellular tyrosine kinase domain) the proangiogenic
effects of AM was abolished. This result suggests that in vascular endothelial cells the binding of AM to its
AML1 receptor could trigger a transactivation of the VEGF-R2 receptor, leading to a signaling cascade
inducing proangiogenic events in the cells. Immunocytochemical and Western blot data, obtained with
antibodies raised against phosphorilated forms of KDR, seemed to confirm such an hypothesis. They
suggested that AM administration could lead to the phosphorilation of KDR at Y951 and Y1175
phosphorilation sites, known to be involved in cellular responses such as proliferation, migration and
cytoskeletal rearrangement.

In order to further support these data another peptide was studied. This peptide, belonging to the calcitonin
gene-related peptide’s family and called Intermedin (IMD), shares with AM the same receptor system. The
results indicated that IMD was also able to induce the phosphorilation of VEGF-R2 and a pro-angiogenic
response in HSVECs.

Altogether the results obtained suggest that in human endothelial cells there are alternative modes of
activating the VEGF-dependent signaling cascade even in the absence of the trophic factor binding at the cell

surface.
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1 INTRODUZIONE

1.1 Vasculogenesi e Angiogenesi

Le cellule dei mammiferi per la loro sopravvivenza e crescita richiedono I’apporto di ossigeno e nutrimenti
mediante una fitta vascolarizzazione. Tutti gli organismi, pertanto, hanno bisogno della formazione di nuovi
vasi durante la loro crescita e questo processo si attua con la vasculogenesi e I’angiogenesi (Carmeliet,
Macmillan Magazines Ltd 2000). Vasculogenesi e angiogenesi sono regolati dal bilanciamento tra fattori pro
e anti angiogenici, sono fondamentali nell’embriogenesi e nella cicatrizzazione di ferite ma giocano un ruolo
altrettanto importante in alcuni processi patologici come [I’artrite reumatoide, la psoriasi, nella
vascolarizzazione dei tumori e nella retinopatia diabetica (Bouis D., Pharmacological Research 2006).

Col termine vasculogenesi si intende il processo attraverso il quale si sviluppa il sistema vascolare. E’ uno
dei primi eventi nell’embriogenesi. Durante il primo sviluppo embrionale, infatti, le cellule mesodermiche si
differenziano in emangioblasti, progenitori sia delle cellule ematopoietiche che di cellule endoteliali (EC)
dando origine a vasi sanguigni. Durante la differenziazione gli emangioblasti producono gli angioblasti e la
loro aggregazione influisce nella formazione di strutture che andranno a costituire molteplici e differenti
parti del sistema circolatorio. La fusione di queste strutture porta alla comparsa di capillari sottili formati da
EC, che acquisiranno le caratteristiche di vene o di arterie. La fase della vasculogenesi ¢ completata dalla
formazione di plessi vascolari primari e da tutte le ulteriori trasformazioni della rete vascolare ottenute
mediante angiogenesi (Karamysheva, Biochemistry (Mosc 2008).

L’ angiogenesi € la crescita di nuovi vasi a partire da vascolatura gia esistente: questo processo rimodella la
rete vascolare esistente creandone una piu complessa comportando un aumento dei vasi. Questi possono
essere ottenuti da cellule periendoteliali o da ponti di cellule endoteliali che poi si scindono in capillari
individuali (Carmeliet 2000 Nature Medicine). Lo studio sperimentale del processo di crescita di capillari
risale al 1939 quando Clark e Clark (Clark et Clark, Am J Anat, 1953) osservarono il processo in tempo reale
utilizzando un microscopio intravitale all’interno del padiglione auricolare di coniglio per valutare la rete
microvascolare. Nei primi anni ’70 Gimbrone e colleghi per primi ottennero colture a lungo termine di EC.
Successivamente furono sviluppati modelli in vitro di formazione di reti capillari (Gimbrone, Cotran, &
Folkman 1973; Folkman & Haudenschild 1980).



1.1.1. Tipi cellulari coinvolti nell’angiogenesi

Nel processo di angiogenesi sono coinvolti molti tipi di cellule:

cellule endoteliali (EC), progenitori di cellule endoteliali (EPC), periciti, cellule muscolari lisce, e
cellule inflammatorie.

EC sono cellule del corpo quiescenti e geneticamente stabili. 1l loro periodo di ricambio é di un centinaio di
giorni, in contrasto con le cellule del midollo osseo che hanno un ricambio di cellule ogni 5 giorni. Le EC
sono legate alla membrana basale (BM) dei capillari che & composta dal collagene IV, laminina,
proteoglicani heparan-solfato, perlecani, nidogeno/entactina, SPARC/BM-40/osteopontina, collagene di tipo
XV, collagene di tipo XVIII e altre molecole. Queste costituiscono segnali primari che inibiscono la
proliferazione e promuovono un ambiente che facilita un’ appropriata adesione cellula-cellula (Kalluri R,
Nat Rev Cancer, 2003).

Anche al fine di prevenire la disgregazione della rete vascolare sottoposta a stimoli angiogenici e per
mantenere I’irrorazione della regione, per far iniziare I’angiogenesi.é sufficiente il coinvolgimento di appena
qualche EC all’interno dei capillari. Queste cellule sono chiamate “tip-cells” e hanno una posizione
fondamentale durante la crescita di nuovi vasi: reagiscono al gradiente del VEGF-A (Vascular endothelial
growth factor A), che specifica la direzione di migrazione e induce i capillari a crescere verso il gradiente
(Karamysheva, Biochemistry Mosc 2008), emettendo fillopodi verso il gradiente del VEGF-A (Gerhardt et
al., J Cell Biol, 2003). Questo effetto & causato dall’interazione del VEGF-A con il recettore di tipo 2 del
VEGF (VEGFR?2), la cui concentrazione € maggiore nelle tip-cells. Una volta selezionate le tip-cells, la
formazione di nuovi capillari avviene mediante proliferazione e migrazione di altre EC (Karamysheva,
Biochemistry Mosc 2008).

I primi EPC sono stati descritti come cellule mononucleari arricchite in CD-34, che in coltura acquisiscono
I’espressione di marker endoteliali di superficie (Asahara et al., Science, 1997). Studi successivi hanno
mostrato che una sottopopolazione di cellule CD34" circolanti esprimenti CD34, CD133, VEGFR2 possono
formare colonie endoteliali in vitro (Peichev et al, Blood, 2000; Gill et al., Circ Res, 2001). Altri studi hanno
evidenziato come cellule mononucleari CD11b* 0 CD14" diano origine a colonie di cellule endoteliali-simili
sia in vitro che in vivo. Sembra pertanto che cellule endoteliali-simili possano derivare da popolazioni di
cellule di progenitori ematopoietici derivati da midollo osseo 0 da popolazioni di monaociti (Gramy-Susini
and Varner, Br J Cancer, 2005).

EPC coltivati da differenti fonti mostrano una marcata espressione di fattori di crescita come VEGF e il
fattore di crescita epatocitaria (HGF). Il rilascio di fattori di crescita puo a sua volta influenzare il processo di
angiogenesi, la proliferazione e la migrazione come anche la sopravvivenza di cellule mature (Fig.1). Infine,
la capacita di EPC di contribuire fisicamente alla struttura dei vasi pu0 influenzare significativamente la
neovascolarizzazione (Urbich and Dimmeler, Circ Res, 2004).
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Fig. 1: Meccanismo di differenziazione di EPC. L’assunzione e I’ incorporazione di EPC nel tessuto ischemico richiede un processo a piu stadi
coordinato che include la mobilizzazione, la chemoattrazione, I’adesione, la transmigrazione, la migrazione, I’invasione tissutale e la differenziazione
in situ. (Urbich and Dimmeler, Circ Res, 2004)

Periciti e cellule muscolari lisce: La maturazione dei tubuli vascolari primordiali &€ accompagnata dalla
comparsa di cellule peri endoteliali che partecipano alla formazione della matrice e che eventualmente
possono diventare periciti (cellule situate sulla stessa membrana basale come le EC) o cellule vascolari
muscolari lisce (cellule situate fuori dalla membrana basale vascolare e dotate di specifici filamenti
contrattili di actina-miosina). Recentemente I’endoglina, molecola transmembrana, é stata identificata come
un essenziale regolatore del differenziamento di periciti e di cellule vascolari muscolari lisce, la quale
modula le interazioni dei membri della superfamiglia del Transforming Growth Factor  (TGF-B) con i loro
recettori. Essa risulta anche espressa nelle cellule vascolari muscolari lisce (Kurz, J Neuroonc, 2000).

Cellule infiammatorie: Molti componenti del sistema immunitario sono coinvolti nel processo di
angiogenesi (Fig.2). L alterazione dell’omeostasi del microambiente porta all’attivazione di cellule residenti
come mastociti, macrofagi e cellule dendritiche (Albini and Sporn, Nat Rev Cancer, 2007). In particolare €
noto che i macrofagi producono una serie di fattori angiogenici incluso il VEGF. L’esposizione di macrofagi
all’ipossia aumenta I’espressione di molecole correlate all’angiogenesi, come MMP9, MMP12, Tumor
Necrosis Factor-o (TNF-a) e I’Interleukina-10 (IL-10). Oltre ad essere una fonte di VEGF i macrofagi sono a
loro volta influenzati da questi fattori angiogenici, in quanto modulano la loro attivita biologica nella risposta
ai ligandi del VEGFR1.

Negli ultimi anni si e osservato che i neutrofili, come i macrofagi, sono sensibili a condizioni micro
ambientali e regolano il loro comportamento in risposta a segnali locali (Noonan et al., Cancer Metastasis
Rev., 2008). Inoltre sembra che abbiano un ruolo importante nell’angiogenesi fisiologica e patologica
(Heryanto et al., Reproduction, 2004). L’angiogenesi in vivo dipendente dai neutrofili & stata mostrata
necessitare del rilascio del VEGF-A ottenuto attraverso il coinvolgimento e la stimolazione dei neutrofili.
Infatti, in risposta alla stimolazione questi degranulano, rilasciando proteasi e attivando la fagocitosi. Oltre al
VEGF i neutrofili sembrano produrre un gran numero di molecole pro-angiogeniche, ma allo stesso tempo

producono anche molte molecole anti-angiogeniche (Benelli et al., Chem Immunol Allergy, 2003). 1l tipo di
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comportamento adottato sembra dipendere da segnali provenienti dal microambiente (Noonan et al., Cancer
Metastasis Rev., 2008).

Alti livelli di VEGF possono reclutare leucociti e cellule natural-killer. Le cellule naturali killers sono
conosciute come regolatori negativi dell’angiogenesi ma possono contribuire all’ angiogenesi attraverso la
secrezione di citokine proangiogeniche simili al VEGF, quali Platelet Growth Factor (PIGF) e Interleukin-8
(IL-8) (Hanna et al., Nat Med., 2006).

Stimulus (injury, infection)

R

Mast celis

MNeutrophils

(N Effector
7/ immune cells

3

§ E Angiogenesis

L= 2
~ Fibroblasts
= and fibrosis

Tissue remodelling

Fig. 2: Sequenza di eventi nell’inflammazione acuta e nella riparazione tissutale. Il processo di infiammazione inizia una serie di processi catabolici e
anabolici cha avvengono in un ordine preciso. Per primo avviene I’attivazione di cellule residenti (mast cellule, macrofagi residenti e cellule
dendritiche) e la rapida entrata di granulociti in risposta al danno. Poi I’assunzione di macrofagi e I’infiltrazione di cellule immunitarie (linfociti)
permettono alle EC e ai fibroblasti di formare nuovi vasi sanguigni e matrici di collagene. L’ultimo step & il rimodellamento tissutale.

1.2. Le fasi dell’angiogenesi

Ipossia, inflammazione e fattori meccanici come lo stress sono i fattori pit comuni che possono indurre
angiogenesi. Ciascuno di questi fattori direttamente o indirettamente attiva le EC stimolando la produzione e
il rilascio di fattori di crescita o citochine. La crescita angiogenica di nuovi vasi sanguigni € un processo che

si suddivide in diverse fasi schematizzate in Fig. 3.

1.2.1. Permeabilita e destabilizzazione dei vasi

La risposta angiogenica inizia con l’attivazione delle EC per azione di citochine presenti nel tessuto
circostante (Liekens, Biochemical Pharmacology 2001). Inoltre in presenza di ossido nitrico si ha la
vasodilatazione dei vasi, un aumento della permeabilita vascolare, in risposta al VEGF, e di conseguenza si
ha la fuoriuscita di proteine plasmatiche che costituiscono uno scaffold provvisorio per la migrazione delle
EC. Questo aumento della permeabilita € mediato dalla ridistribuzione di molecole di adesione e di VE-
caderine endoteliali vascolari e dal coinvolgimento di chinasi Src. Si ha cosi perdita di connessioni tra EC e

tra EC e cellule di supporto (periciti e cellule muscolari lisce) con conseguente formazione di fenestrazioni,
8



destabilizzazione delle pareti vasali e degradazione della membrana basale (Bouis D., Pharmacological
Research 2006). 1l processo fa si che le EC attraggano e leghino leucociti e piastrine con ulteriore rilascio di
fattori pro- e anti-angiogenici. Alla aumentata permeabilita vascolare si accompagna una deposizione di

fibrina nello spazio extravascolare.
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Fig. 3: Meccanismi dell’angiogenesi fisiologica. (Papetti and Herman, Am J Physiol 2002).

1.2.2. Proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali

Durante I’angiogenesi migrazione e proliferazione delle EC sono eventi cruciali nel corso della formazione
dei nuovi vasi sanguigni.

Le EC, infatti, secernono e attivano fattori proteolitici come le metalloproteasi della matrice (MMPs), che
degradano la ECM facilitando la migrazione delle EC (D’Andrea Chem Biol Drug Des. 2006). Le proprieta
migratorie delle EC sono determinate dai legami cellulari alle molecole della matrice e dalla modulazione
intracellulare dei componenti citoscheletrici. A questo proposito le integrine hanno un ruolo fondamentale
nell’adesione matrice-cellula: € stato infatti osservato che I’espressione delle integrine a,f3 e a,ps aumenta
durante la proliferazione delle EC. L’actina del citoscheletro é invece regolata dall’attivita della famiglia
delle Rho proteine. RhoA e Racl GTPase sono attive nel primo stadio della formazione della rete di EC e
questi enzimi contribuiscono in modo significativo al successo della formazione della rete e all” allineamento
cellulare. RhoA é coinvolto maggiormente nella formazione di fibre e nella contrazione/decontrazione di
cellule, dato che Racl ¢ localizzato su cellule migranti e regola la polimerizzazione dell’actina e la crescita
di fibre (Milkiewicz M., Int J Biochem & Cell biol 2006).

In seguito alla degradazione proteolitica della matrice extra cellulare e alla migrazione attraverso la matrice
danneggiata, le EC sono indotte a proliferare grazie agli stimoli di molti fattori di crescita, taluni rilasciati
dalla stessa degradazione della ECM, ad esempio fattori appartenenti alla famiglia del VEGF e le
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angiopoietine che agiscono in modo specifico sulle EC; citochine, chemochine e enzimi angiogenici che
attivano molti tipi cellulari e TNF-a ¢ TGF-B che inibiscono la proliferazione delle EC in vitro (Liekens,

Biochemical Pharmacology 2001).

1.2.3. Formazione e stabilizzazione del lume

| processi appena descritti fanno si che le EC si riorganizzino a formare un cordone solido che
successivamente sviluppa un lume. Questi capillari possono formare un lume attraverso un processo di
canalizzazione intracellulare (che avviene per fusione di vescicole citoplasmatiche) o attraverso il processo
alternativo di canalizzazione intercellulare (nel quale un lume e creato dall’apposizione di membrane di due
differenti cellule). L’intercalarsi o il diradarsi delle EC e la fusione di vasi preesistenti permettono un
incremento del diametro e della lunghezza dei vasi (Carmeliet P. Nature 2000).

La stabilizzazione dei nuovi capillari ¢ la fase conclusiva dei processi angiogenici e risulta accompagnata
dalla produzione di fattori quali angl, ang2 e PIGF. (Milkiewicz M., Int J Biochem & Cell biol 2006).

Una volta che i nuovi vasi si sono formati, la proliferazione e la migrazione delle EC vengono inibite, viene
secreta la nuova membrana basale (BM) e le EC ritornano quiescenti. (Bouis D., Pharmacological Research
2006). Per ottenere una funzionale rete vascolare i nuovi vasi formati devono essere rimodellati per formare
vasi maturi. Il rilascio del fattore PDGF (Platelet-Derived-Growth Factor) & fondamentale per la loro
maturazione che & inoltre stimolata dal recupero di periciti e di cellule muscolari lisce che stabilizzano la

morfologia dei vasi e prevengono la regressione delle EC (D’Andrea Chem Biol Drug Des. 2006).

1.3. Metodi di valutazione dell’angiogenesi

Negli ultimi anni sono stati sviluppati un gran numero di saggi in vivo, ex-vivo e in vitro per studiare le fasi
specifiche del processo e la combinazione di piu saggi pud quindi aiutare a comprendere i processi cellulari e
molecolari che avvengono durante I’angiogenesi. Va inoltre tenuto presente che sebbene la migrazione, la
proliferazione, la differenziazione e i riarrangiamenti strutturali delle EC abbiano un ruolo fondamentale nel
processo angiogenico, queste cellule non sono I’unica struttura coinvolta nel processo (Staton et al., Int J Exp
Pathol., 2004).

1.3.1. Saggi in vivo

Negli studi di angiogenesi in vivo vengono utilizzati impianti subcutanei di matrici polimeriche (p.es.
Matrigel) contenenti cellule e/o un fattore angiogenico. La neovascolarizzazione puo essere valutata
attraverso diversi metodi, quali una colorazione immunoistologica o il sangue o I’emoglobina trattenuti dalla
spugna (Staton et al., Int J Exp Pathol., 2004). Va tenuto presente che differenze nella dimensione, nella
forma e nella composizione dell’impianto sono parametri importanti per il confronto tra diversi studi. Inoltre
I’impianto puo causare risposte immuni non specifiche che possono influenzare la risposta angiogenica.

Un altro comune approccio sperimentale é il trapianto di tessuto all’interno della membrana corioallantoidea

(CAM) di un embrione di pollo. All’interno di uova di pollo, la CAM funge da superficie di scambio di gas
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come avviene nei polmoni. Questa membrana appare al terzo giorno di incubazione e rapidamente cresce
fino al decimo giorno, dove lo strato adiacente del mesoderma del corion e I’allantoide si fondono per
formare la CAM, che e caratterizzata da una fitta rete microvascolare (Ribatti et al., Anat Rec., 2001). Lo
xenotrapianto (in genere da specie mammifere) puo essere impiantato all’interno della CAM senza rigetto,
perché I’ embrione di pollo non ha un sistema immunitario completo (Laschke and Menger, Hum Reprod
Update, 2007). Nel saggio della CAM il guscio d’uovo viene aperto e la CAM esposta. L’irrigazione di
guesta con salina permette la visualizzazione della vascolatura della CAM. Gli impianti contenenti i fattori
da valutare vengono quindi inseriti e gli effetti vengono osservati dopo 12 giorni (Leng et al., Retina, 2002).
Nel saggio dell’ angiogenesi corneale la risposta angiogenica viene indotta dall’impianto di un pellet a lento
rilascio o di un polimero contenente la sostanza angiogenica. Se I’animale viene sottoposto ad un saggio
angiogenico, il risultato pud essere quantificato analizzando I’ immagine attraverso il computer dopo
perfusione della cornea con un cromoforo.

Per osservare i processi di angiogenesi cronica vi sono altre tipologie di impianti sub cutanei, a livello

dell’orecchio, del dorso e del cranio (Staton et al., Int J Exp Pathol., 2004).

1.3.2. Saggi ex-vivo: colture d’organi

Dal momento che I’angiogenesi non coinvolge solo le EC, sono stati approntati protocolli sperimentali mirati
a simulare I’angiogenesi in un ambiente piu complesso. Sono di questo tipo saggi come I’anello aortico di
ratto, I’arco aortico di pulcino, il saggio della carotide di suino. In questi saggi il disco o le sezioni di
materiale rilevante sono coltivati ex-vivo, spesso su una matrice come la fibrina e per un periodo di 10-14
giorni viene monitorato lo sviluppo di EC e di altre cellule. Questi saggi su espianti mimano la situazione in
vivo perché essi includono le cellule non endoteliali circostanti e una matrice di supporto (Staton et al., Int J
Exp Pathol., 2004). Nicosia e Ottinetti dimostrarono che nel corso del saggio dell’anello di aorta di ratto si ha
lo sviluppo di microvasi nella fibrina o nel gel di collagene e che il saggio costituisce uno strumento
sensibile per lo studio di agonisti e antagonisti angiogenici in un ambiente chimico definito (Lab Invest.,
1990).

1.3.3. Saggi in vitro

I modelli di angiogenesi in vitro si sono concentrati prevalentemente sulla proliferazione, migrazione e
formazione di tubuli delle EC in risposta ad agenti esogeni stimolatori o inibitori (Staton et al., Int J Exp
Pathol., 2004). Questi studi hanno il vantaggio di essere poco costosi e si possono esaminare gli effetti della
regolazione dei fattori sulle cellule coinvolte nell’angiogenesi (Laschke and Menger, Hum Reprod Update,
2007). Le EC in vitro, tuttavia, non sono del tutto identiche, mostrano infatti differenze fenotipiche. sia di
tipo strutturale che di tipo organo-associate. Inoltre in vitro le EC possono comportarsi differentemente se
sottoposte a flussi continui oppure se sono adese a differenti matrici. Anche se questi saggi sono rapidi non
permettono lo studio di complesse interazioni fisiologiche come quelle che avvengono invece in vivo.

Dovunque possibile, i saggi in vitro devono quindi essere effettuati utilizzando EC provenienti da fonti
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diverse, 0 ancora piu importante, essere seguiti da uno o piu saggi di angiogenesi in vivo (Staton et al., Int J
Exp Pathol., 2004).

| saggi di proliferazione cellulare sono i piu facili da effettuare, sono altamente riproducibili, e si prestano ad
una precisa quantificazione (Auerbach et al, Clin Chem, 2003). Vari marker di divisione cellulare possono
essere utilizzati per valutare la proliferazione di cellule in coltura. Ci sono due grandi classi di saggi di
proliferazione: quelli che determinano un numero netto di cellule e quelli che valutano le cinetiche dei cicli
cellulari. Un numero netto di cellule pud essere ad esempio stabilito utilizzando un citofluorimetro. Altri
metodi si basano invece sulla valutazione di parametri relativi al metabolismo cellulare. Di questo tipo &
quello del 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), o il sale tetrazolio, che ¢
scisso dai mitocondri attivi per formare un composto insolubile blu scuro. Questo e stato usato come misura
di proliferazione dato che cellule vitali producono il prodotto formazano ed € stata dimostrata una
correlazione tra intensita di colorazione e numero di cellule. Alternativamente alla sintesi di DNA, una
misura di proliferazione puo essere valutata anche dall’incorporazione di timidina o colorando le cellule con
un colorante legante il DNA e poi valutando I’intensita della colorazione utilizzando un colorimetro o un
microdensitometro.

Le EC si spostano, attraverso un processo chiamato chemiotassi, lungo un gradiente di fattori che inducano
angiogenesi. Il saggio modificato della camera di Boyden é stato usato per valutare la migrazione delle EC.
In questo saggio le EC vengono piastrate su un filtro e migrano attraverso questo in risposta a un fattore
angiogenico posto in una camera sottostante. Questo saggio € molto sensibile alle piccole differenze di
concentrazione del gradiente e la valutazione quantitativa avviene contando il numero di cellule che sono
migrate attraverso il filtro. (Staton et al., Int J Exp Pathol., 2004).

Per la valutazione della capacita auto-organizzative delle EC a formare strutture capillaro-simili sono stati
sviluppati diversi metodi. Le EC di solito vengono coltivate su delle matrici di fibrina, collagene o Matrigel,
che ne favoriscono I’adesione, la migrazione e I’ organizzazione in tubuli (Kanzawa et al., Ann Plast
Surg.,1993). Il Matrigel € una mistura di proteine di membrana extracellulari e della membrana basale
derivate dal sarcoma di topo di Engelbreth-Holm-Swarm sul quale le EC si attaccano e rapidamente formano
una rete di tubuli. Un sistema di analisi di immagine puo essere impiegato per valutare vari parametri di tale
rete e quantificare e comparare diverse condizioni sperimentali (Guidolin et al., Microvasc Res., 2004;
Staton et al., Int J Exp Pathol., 2004). Masse di matrigel e fibrina possono anche essere usate per simulare un
sistema angiogenico 3D. Inizialmente le EC formano tubuli nel piano orizzontale e dopo 12 o piu giorni i
tubuli endoteliali incominciano a ramificare verso I’alto e penetrare il gel per formare una rete di tubuli 3D
(Gagnon et al., Angiogenesis, 2003). Le analisi si effettuano prendendo le immagini a diverse altezze del gel
dal fondo alla superficie e misurando la lunghezza e il diametro di ogni vaso. Altri saggi possono essere
effettuati per valutare I’angiogenesi in vitro e la creazione di metodi innovativi & in continuo sviluppo
(Staton et al., Int J Exp Pathol., 2004).
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1.4. La regolazione dell’angiogenesi
L’angiogenesi € avviata e regolata dal bilanciamento di piu fattori, che modulano il processo in senso
positivo o negativo (Mandriota and Pepper, J Cell Science 1997).

1.4.1. Lo *“switch” angiogenico

Nell’organismo adulto sano le EC si trovano in uno stato di quiescenza dovuto in parte all’influenza di
sostanze inibitrici e in parte alle interazioni tra le cellule stesse. La rottura di questo equilibrio (*swich”
angiogenico), causata da un aumento dei fattori pro-angiogenici o dalla diminuzione di fattori anti-
angiogenici, porta all’innescarsi e allo sviluppo del processo angiogenico (Ribatti et al., Pharmacol Rew,
2007).

1.4.1.1. Fattori inibitori dell’angiogenesi

Molti dei segnali intracellulari associati al processo dell” angiogenesi sembrano permessi da un feedback
positivo dovuto alla continua attivazione dell’angiogenesi grazie ai loro recettori (Bouis D., Pharmacological
Research 2006). In tabella 1 sono riportati alcuni inibitori dell’angiogenesi con la relativa funzione, i piu

comuni inibitori sono I’angiostatina, I’endostatina e la trombospondina-1.

INIBITORI FUNZIONE
Ang2 Antagonista di Angl
Inibisce la migrazione, la crescita, la sopravvivenza e
TSP-le-2 I’adesione delle EC
Ang|ostatllrla;iigllssmmogeno Inibiscono I’angiogenesi tumorale e la proliferazione

Inibisce la sopravvivenza, la migrazione e la
proliferazione di EC; promuove I’apoptosi; inibisce
I’attivazione di pro-MMP-2 e inibisce I’attivita
catalitica di MMP-2 e MT1-MMP; inibisce
I’angiogenesi tumorale.

Endostatina (frammento di
collagene XVIII)

Anti-trombina Inibisce I’angiogenesi e la crescita tumorale
IFN-0.-B.-y; I|P|_11% IL-4, 1L-12, Inibisce la migrazione di EC; sottoregola bFGF
Vasostatina; Calreticulina Inibisce il legame bFGF e VEGF
TIMPs; inibitori MMP; PEX Inibiscono I’angiogenesi patologica
Meth-1: Meth-2 Inibitori contenen_tl_MMFf, TPS e i domini di
disintegrina
Tumastatina Inibisce I’angiogenesi e promuove apoptosi
Vasoibina Inibisce I’angiogenesi tumorale
Prolattina (M,16K) Inibisce bFGF/VEGF
Arrestina, canstatina, restina Inibiscono I’angiogenesi tumorale

Tab. 1: Fattori inibitori dell’angiogenesi.
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1.4.1.2. Fattori pro-angiogenici
| fattori pro angiogenici possono dividersi in due categorie:

» Fattori diretti in gquanto stimolano in maniera diretta la migrazione e la proliferazione delle cellule
endoteliali;

» Fattori indiretti in quanto la proliferazione e la migrazione di EC osservata in vitro deve essere stata
indotta da alcuni altri fattori o cellule probabilmente mobilizzate da molecole angiogeniche
(Folkman and Shing, J Biol Chem1992).

I principali fattori di crescita solubili, molecole legate alla membrana e forze meccaniche che mediano i
processi angiogenici sono riassunti nella tabella 1 (vedi anche Milkiewicz M., Int J Biochem & Cell biol
2006).

FATTORI AZIONE BIOLOGICA
Mediatori solubili
Incrementa la permeabilita e la migrazione di EC; stimola I’angiogenesi in
VEGF vivo, la proliferazione e la produzione di uPA/PAI-1 nelle EC; inibisce
I’apoptosi.
Stimola la formazione di EC e aumenta la superficie e la stabilita
Angl s .
dell’endotelio.
Ang?2 Antagonizza il segnale di Angl e destabilizza I’endotelio.
aFGFE. bEGF Stimola I’angiogenesi in vivo_,_la proliferazione, Ia_form_azione_ di tubuli, la
' produzione di PA/collagenasi in EC; aumenta la migrazione di EC.
Stimola la sintesi di DNA in EC, la formazione di periciti e di cellule
PDGE muscolar? Iiscge, Ie_E_C a formare cor_doni ir_1 vitro; aumenta la stabilita del_la
parete dei capillari; induce I’espressione di vVWF, VEGF, and VEGFR-2 in
EC cardiache.
Supporta I’ancoraggio indipendente dalla crescita dei fibroblasti; inibisce
la proliferazione e la migrazione di EC; stimola/inibisce la formazione di
tubuli in EC in vitro; produce [I’attivita antiproteolitica attraverso la
TGF-B modula_zione _dei Iive_IIi di_ espressione d_i uP_A_/P_AI-l;_ ipibisce I_a
produzione di proteasi e stimola la produzione di inibitori di proteasi;
stimola la produzione di VSMA dai periciti; chemotattico per monociti e
fibroblasti; stimola I’angiogenesi in vivo in presenza di risposta
inflammatoria; aumenta la stabilita della parete dei capillari.
TNF-o0 Stimola I’angiogenesi in vivo e la formazione di tubuli in EC in vitro;
Inibisce la proliferazione di EC.
EGF, TGF-a | Stimolano I’angiogenesi in vivo e la proliferazione di EC.
G'Cg;'FGM' Stimolano la proliferazione e la migrazione di EC.
Angiogenin Etci:molano I’angiogenesi in vivo e supportano il legame e I’estensione di
. . Stimolano I’angiogenesi in vivo, la formazione di tubuli in EC e la
Angiotropin migrazione di EC nei capillari.
Tissue factor | Contribuisce allo sviluppo della vascolatura del sacco vitellino.
Factor V Contribuisce allo sviluppo della vascolatura del sacco vitellino.
Prostaglandin | Stimola I’angiogenesi in vitro.
Nicotinamide | Stimola I’angiogenesi in vitro.
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Monobutyrin | Stimola I’angiogenesi in vitro e la migrazione delle EC in vitro.

Proteine legate alla membrana

Altamente espressa in EC attivate; media I’adesione, I’estensione e la
migrazione di EC; presente sulla crescita endoteliale angiogenica;
necessaria per I’angiogenesi in vitro stimolata da bFGF; localizzata
MMP-2 su capillari in crescita; sopprime I’apoptosi in EC.

ayPBs-Integrin | Richiesta per I’angiogenesi in vivo stimolata da VEGF.

Richiesta per I’angiogenesi in vivo stimolata da fattori di crescita non
appartenenti alla famiglia del VEGF.

Puo mediare la permeabilita dell’endotelio; richiesta per I’angiogenesi in

ayPBs-Integrin

asP;-Integrin

VE-cadherin vivo; previene I’apoptosi di EC.
Eph- Localizzata nell’interfaccia venosa/arteriosa dello sviluppo embrionale;
4B/Ephrin- | richiesta per I’ngiogenesi della testa e del sacco vitellino e per la trabecola
B2 tura del miocardio.
Ephrin-Al Richiest_a per I’angiogenesi in vivo indotta da TNF-o;; Chemiotattica per
EC in vitro.

Eph-2A Richiesta per la formazione di tubuli di EC in vitro.

Forze biomeccaniche
Blood Incrementa la formazione di fibre endoteliali (se laminare);promuove la
flow/shear | divisione cellulare (se turbolento); Stimola la trascrizione dei geni bFGF
stress and TGF-p.

Tab. 2: Fattori che regolano I’angiogenesi (Papetti and Herman, Am J Physiol 2002).

1.4.2. 1l sistema del VEGF

Il VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e i suoi recettori costituiscono il maggior sistema regolatore
dello sviluppo vascolare e ricoprono un ruolo assai importante in particolare nell’embriogenesi
(vasculogenesi) e nella formazione di nuovi vasi sanguigni (angiogenesi). Tale sistema & espresso in molti
tessuti e in molte cellule. In vitro VEGF stimola la degradazione della EMC, la proliferazione, la migrazione
e la formazione di tubuli di EC, promuove I’espressione di uPA, PAI-1, uPAR e MMP-1 (Olsson AK,
Molecular Cell Biology, 2006; Leikens, Biochemical Pharmacology, 2001).

Il VEGF ¢ in realta una famiglia di proteine (di circa 34-46 kDa) della quale sono stati identificati sei
membri: VEGF-A (o VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e PIGF.

VEGF-A é principalmente coinvolto nella regolazione dell’angiogenesi, mentre VEGF-C e VEGF-D sono
coinvolti nella linfoangiogenesi. Il VEGF-E ¢ la proteina codificata dal gene del parapox Orf virus, attiva
solo il VEGFR2 ed é un potente stimolatore di angiogenesi; il PIGF induce angiogenesi in vivo ed €
principalmente espresso nella placenta e nei tumori.

| fattori di crescita appartenenti alla famiglia del VEGF esercitano i loro effetti biologici attraverso
I’interazione con dei recettori che si trovano sulla membrana delle EC. Sono stati identificati tre recettori che
legano i diversi fattori di crescita del VEGF: VEGFR1 (FLT-1), VEGFR2 (FIk1/KDR) e VEGFR3 (FLT4).
Questi recettori fanno parte della famiglia dei recettori tirosin chinasici (RTK). Si tratta di proteine
caratterizzate (vedi Fig. 4) da un singolo dominio transmembrana, una regione extracellulare formata da sette
domini simili alle immunoglobuline (IG 1-VII), e una parte intracellulare che presenta I’attivita tirosin

chinasica. Il dominio tirosin chinasico in questi recettori & diviso in due frammenti (TK-1 e TK-2) mediante
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un inserto inter-chinasico. Tutti i recettori del VEGF (VEGFR) sono altamente omologhi (Karamysheva,
Biochemistry Mosc 2008).

PIGF VEGFB VEGFA VEGFE VEGFCVEGFD

\?/2%@3

I

o 4%

OCOOO
CSOOOS

&/

HOO
E O

[ 1
VEGFR1/VEGFR1 VEGFR2/VEGFR2 VEGFR3/VEGFR3
(FLT1/FLT1) (KDR/KDR) (FLT4/FLT4)

=1
=

——ElOOCOOSO

Fig. 4: Interazioni dei fattori di crescita della famiglia del VEGF ei loro recettori VEGFR.

VEGFR sono stati caratterizzati nelle EC ma recentemente sono stati trovati anche in altri tipi cellulari come
ad esempio nelle cellule muscolari vascolari lisce, monociti e macrofagi (Papetti and Herman, Am J Physiol
2002).

VEGF-A. E’ la forma maggiormente espressa di VEGF. Si tratta di una glicoproteina di circa 34-46 KDa
che si presenta come un omodimero disulfide. Il gene umano ¢ organizzato in otto esoni e dallo splicing dell’
RNA si hanno otto isoforme: VEGFi,, VEGFys, VEGFig, VEGFs5, VEGFi658, VEGF1g3, VEGF g9 €
VEGF,p (Fig. 5) (Bouis D., Pharmacological Research 2006). VEGF;» e VEGFs vengono secreti
nell’lambiente extracellulare mentre VEGFg0, VEGF,06 € in certa misura VEGF45 per la loro affinita con
I’eparina solfato rimangono associati alle cellule o alla matrice. VEGF;,; € solubile dato che I’isoforma
maggiore lega le cellule di superficie 0 ECM attraverso i domini leganti i proteoglicani e I’eparina. La forma
piu abbondante e con maggiori capacita di indurre angiogenesi ¢ VEGFgs, inoltre si lega a VEGFR1,
VEGFR2, Neutropilin-1 e Neutropilin-2 sulle EC (Bouis D., Pharmacological Research 2006). La
trascrizione del VEGF e stimolata dall’ipossia, come risultato del fattore che induce ipossia (HIF-1) che si
lega agli elementi di risposta dell’ipossia (HRE) all’interno del promotore del VEGF. La produzione di
VEGF ¢ incrementata da fattori dell’infiammazione (interleuchina la e B, TGF B, prostaglandine E2) o
attivatori della ciclossigenasi2 (COX-2) come anche da forze meccaniche di sforzi di taglio e cellule
allungate. 1l VEGF promuove la sopravvivenza cellulare attraverso I’attivazione del fosfatidil-inositolo 3
chinasi (PI3K)/Akt e attraverso I’associazione con I’integrina o,f3 e |’attivazione di chinasi di adesione
(Milkiewicz M., Int J Biochem & Cell biol 2006). Pud incrementare la permeabilita delle EC attraverso
I’aumento dell’attivita di organelli vesciculo-vascolari, vescicole raggruppate in piccoli vasi ricoperti da EC
che facilitano il trasporto di metaboliti tra le membrane plasmatiche del lume e dello strato sottostante.
Inoltre il VEGF pu0 aumentare la permeabilita attraverso la perdita delle aderenze delle giunzioni tra le EC
in uno strato attraverso il riarrangiamento di complessi caderina/catenina. L’incremento della permeabilita

vascolare puo permettere la fuoriuscita di proteine plasmatiche e la formazione di ECM favorendo cosi la
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migrazione di cellule stromali e EC. Inoltre il VEGF stimola la produzione di collagenasi interstiziale e del
Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) nelle EC. Percio il VEGF favorisce un bilanciato sistema di
proteolisi che & in grado di rimodellare i componenti del’ECM necessari per I’angiogenesi (Papetti and
Herman, Am J Physiol 2002).

Family Isoform Exons

VEGF A

Fig. 5: Isoforme del VEGF-A. Ci sono almeno 6 differenti isoforme di VEGF-A, derivanti da uno splicing alternativo degli esoni. VEGF165 & il piu
potente induttore di angiogenesi, mentre il VEGF165b & un inibitore di angiogenesi. Tutte le isoforme contengono 1-5 esoni.

VEGF-B ha una struttura aminoacidica molto simile a quella del VEGFg5 (circa il 44%) e al PIGF (circa il
30%). Lo si puo trovare in due isoforme VEGF-B1g; € VEGF-Bigs €d € in grado di formare eterodimeri con
il VEGF. Il VEGF-B lega e attiva sia il VEGFR1 che il NRP-1 facendo esprimere e incrementando I’attivita
di PAI-1 suggerendo cosi un suo ruolo nella degradazione della ECM e nella migrazione delle EC (Bouis D.,
Pharmacological Research 2006; Papetti and Herman, Am J Physiol 2002). VEGF-B ha la caratteristica di
indurre mitosi nelle EC e come il PIGF puo interagire con il VEGF per la formazione di eterodimeri, tuttavia
questo fattore non sembra necessario per I’angiogenesi in quanto € stato dimostrato che i topi carenti di
VEGF-B manifestano solo difetti cardiaci minori (Aase et al., Circulation 2001).

VEGF-C e VEGF-D (conosciuto anche come c-Fos Induced Growth Factor, FIGF) formano un sottogruppo
all’interno della famiglia del VEGF siccome possiedono un dominio centrale con omologia al VEGF con
estensioni N- e C- terminale che sono scissi durante la maturazione proteica e che non si sono mai notati in
altre forme di VEGF o PIGF. VEGF-C ha un’omologia del 32% con il VEGF3,; € VEGF¢5 mentre VEGF-D
del 31%. Entrambi legano e attivano VEGFR2 e VEGFR3. Il VEGF-C sembra avere un ruolo predominante
nella linfoangiogenesi ed € principalmente espresso durante I’embriogenesi, mentre VEGF-D € espresso
anche nel cuore, polmone e muscolo scheletrico dell’adulto. Inoltre promuovono I’ attivita mitogenica nelle
EC in vitro anche se molto meno potente rispetto a quella del VEGF-A. VEGF-C e VEGF-D promuovono
I’angiogenesi in vitro e in vivo ma il loro ruolo fisiologico resta ancora sconosciuto (Bouis D.,
Pharmacological Research 2006; Papetti and Herman, Am J Physiol 2002).

VEGF-E si riferisce a un gruppo di proteine collegate al VEGF che codificano attraverso il virus orf, un
parapoxvirus che infetta pecore, capre e alcune volte anche I’'uomo ed ha un’omologia tra il 16 e il 27% con
il VEGF-A dei mammiferi. Queste proteine virali hanno conservato le funzioni del VEGF perché il loro
segnale passa attraverso il VEGFR-2 e stimolano I’angiogenesi in vitro e in vivo (Papetti and Herman, Am J
Physiol 2002; Byrne AM, J Cell Mol Med 2005). Una nuova isoforma e il VEGF-Enz; che lega ad alta
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affinita e attiva il VEGFR-2 comportando un’autofosforilazione del recettore e aumentando la
concentrazione intracellulare libera di calcio (Otrock et al., Blood Cells Mol. Dis. 2007).

VEGFR Le proteine della famiglia del VEGF legano, in una sovrapposizione di tipi, tre recettori tirosin
chinasici (RTKs), conosciuti come VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR) e VEGFR-3, e anche co-
recettori come proteogligani solfati (HSPGs) e neureopillina (recettore di proteina attivo nei neuroni). Per
certi aspetti i VEGFRs inducono processi cellulari che sono comuni a molti recettori di fattori di crescita,
quali la migrazione, la sopravvivenza e la proliferazione cellulare. Tuttavia, i VEGFRs sembrano essere gli
unici in grado di trasdurre i segnali che portano alla auto-organizzazione delle EC in tubuli vascolari
tridimensionali, e anche alla regolazione della permeabilita vascolare. 1| VEGFR1 & un regolatore positivo
dei monociti e della migrazione dei macrofagi, ed é stato descritto come un regolatore positivo e negativo
della capacita di segnale del VEGFR2. Il VEGFR2 ¢é implicato in tutti gli aspetti biologici delle cellule
vascolari endoteliali normali e patologiche, mentre il VEGFR3 & importante per lo sviluppo e le funzione
delle EC linfatiche (Olsson et al., Molecular Cell Biology, 2006).

I VEGFR possiedono una struttura con sette domini immunoglobulinici nel dominio extracellulare, una
singola regione transmembrana e un dominio tirosin kinasico nella parte intracellulare che é interrotto da un
dominio insert-kinasi (Sato et al., Annals New York Academy of Sciences, 2000). Nel dominio intracellulare
sono presenti diversi siti di fosforilazione che possono servire come siti di ancoraggio per Src homology 2
domain (SH2)-binding proteins. Per quel che rigurada VEGFR2, la sua espressione viene aumentata durante
I’ipossia e ci0 sembra essere una possibile conseguenza dell’aumento di espressione del VEGF-A in
condizioni di ipossia. Il legame del VEGF-A al VEGFR-2 causa la dimerizzazione del recettore, I’attivazione
della kinasi e I’autofosforilazione di specifici residui di tirosina nel complesso dimerico. Finora Tyr®",

Tyr®™ Tyr*®, Tyr'®™ Tyr'® Tyr''™ e Tyr'?" del VEGFR-2 sono state coinvolte come siti di

1054 1059

autofosforilazione. Tyr—" e Tyr—>" sono collocate nel loop di attivazione del dominio delle tirosine kinasi, e

sono necessarie per I’attivazione massima delle kinasi del VEGFR-2. Tyr®™" e Tyr*® si trovano nell’inserto
kinasico e sembra che Tyr*" sia essenziale per la migrazione delle HUVEC indotta dal VEGF-A (Claesson-
Welsh, Biochemical Society Transaction, 2003). La forma fosforilata di Tyr®™" si lega a una molecola
adattatrice, T-cell-specific adapter molecule (TSAd). TSAd e equivalente a VEGF receptor-associated
protein (VRAP), RIk e Itk-binding protein (RIBP) e Lck adaptor (LAD). TSAd inizialmente é stata
identificata nei linfocitiT, ma é espressa ad alti livelli nelle EC vascolari. L’accoppiamento tra VEGFR-2 e
TSAd é fondamentale per la riorganizzazione dell’actina indotta dal VEGF e per la migrazione cellulare ma
non per la proliferazione cellulare delle EC indotta dal VEGF (Matsumoto et al., Journal of Atheriosclerosis
and Thrombosis, 2006).

1175 1214

Tyr=" e Tyr=" sono collocati nell’estremita C-terminale. E’ stato dimostrato che la forma fosforilata di

1175 1175

Tyr''™ & un sito di binding per PLC,, e che la fosforilazione di Tyr"’® aumenta I’afflusso di Ca*" e

1175 sembra essere

I’attivazione della protein-chinasi C (Matsumoto et al., The EMBO Journal, 2005). La Tyr
un sito di fosforilazione particolarmente importante, che, stimolato dal VEGF, regola la migrazione e la

proliferazione.  Parecchi studi riportano che le proteine contenenti il dominio SH2 sono associate
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direttamente con alcuni residui di tirosine fosforilate del VEGFR-2. Nelle cellule vitali, & stato fin qui
problematico dimostrare la formazione di complessi, tuttavia molte molecole di trasduzione di segnale sono
attivate o modificate in risposta alla stimolazione del VEGF-A (Claesson-Welsh, Biochemical Society
Transaction, 2003).

Le proprieta angiogeniche del VEGF, quali la stimolazione della proliferazione , della chemiotassi e la
capacita di indurre cambiamenti morfologici, sono principalmente mediate dall’interazione con VEGFR-2.
Recentemente sono state proposte strategie per le terapie tumorali basate sulla neutralizzazione del segnale
da VEGF o mediante anticorpi anti-VEGF, o mediante inibitori tirosin kinasici a basso peso molecolare che
hanno come target i VEGFRs. Queste nuove strategie per il trattamento dei tumori confermano anche la
rilevanza clinica della via di trasduzione del segnale di VEGF, la quale risulta sovraregolata nei processi di
angiogenesi patologica come quella tumorale (Olsson et al., Molecular Cell Biology, 2006).

1.4.3. Fattori “non classici” di regolazione dell’ Angiogenesi

Oltre ai noti fattori di regolazione riportati in tabella 2, ci sono molti altri fattori, meno conosciuti, in grado
di regolare I’angiogenesi sia promuovendola sia inibendola. Questi fattori grazie ai loro recettori sono in
grado di agire in modo assai efficiente attraverso diverse vie metaboliche. Questi fattori sono oggi molto
studiati in quanto risultano essere dei possibili target per la regolazione dell’angiogenesi (Ribatti et al.,
Pharmacological review, 2007).

VIA DEL A
FATTORI RECETTORI SEGNALE ATTIVITA ANGIOGENICA

Stimola la proliferazione, la
migrazione, la formazione di
tubuli capillari, la
vascolarizzazione e la crescita
tumorale; interagisce con ET-1.
Stimola la proliferazione, la
AT:-R, AT,-R | NOS/NO | migrazione e I’angiogenesi nelle
EC; interagisce con VEGF.
ET-1 e ET-3, agendo attraverso
ETs-R, promuovono la
proliferazione e la migrazione in
vitro delle EC. HUVECs messe su
matrigel in presenza di ET-1
migrano e formano delle strutture
BKea; tubulari  capillaro-simili. ET-1
PGE,/COX | stimola la proliferazione attraverso
ETs-Rs e sembra agire come un
fattore antiapoptotico per EC e
per VSMC (vascular smooth
muscle cells), contribuendo cosi a
mantenere I’integrita dei nuovi
vasi sanguigni formati.
Ha un effetto proangiogenico;
Adrenomedullina AM;-R, AM,- | AC; Akt; | promuove la proliferazione e la
(AM) R MAPK migrazione in vitro; favorisce la
formazione di strutture tubulari

EPO-RA, PI3K/AKkt;

Eritropoietina (EPO) EPO-RB JAK/STAT

Angiotensina Il
(ANG-II)

Endoteline (ET-1,

ET-2, ET-3) ETaR ETeR
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capillaro-simile in colture di
HUVEC su matrigel e la
formazione di vasi sanguigni nel
saggio della CAM; interagisce con
VEGF.

Proadreanomedullina
(N-terminal 20
peptide PAMP)

Sconosciuti

Sconosciuto

Stimola la migrazione nelle EC,
ha un minor effetto sulla
formazione di strutture tubulari
capillaro-simili e aumenta
I’espressione  del’mRNA  dei
VEGF, FGF-2 e PDGF nelle EC.
E’ un potente fattore angiogenico
e promuove la crescita tumorale.

Urotensin-I1

UT-R

Stimola la formazione di strutture
tubulari capillaro-simili in EC su
Matrigel e sembra avere un effetto
simile a quello dell’FGF-2,
pertanto pud essere considerata
una  sostanza  con  grandi
potenzialita angiogeniche.

Leptina

Ob-Ra, OB-
Rb

MAPK,
STAT-3

Lo scambio mediato dalla leptina
tra adipociti e EC promuove
I’angiogenesi; E’ stato riscontrato
che le EC esprimono Ob-Ra e Ob-
Rb funzionalmente attive, che
mediano la proliferazione indotta
da leptina attraverso I’attivazione
di STAT-3 e chinasi (ERK) 1/2
regolate dal segnale extracellulare
induce angiogenesi in vivo nella
CAM e nel test della cornea di
ratto, la risposta angiogenica €
stato dimostrato essere molto
simile a quella ottenuta con FGF-
2. La leptina infine non solo
stimola la proliferazione di linee
cellulari  di carcinoma alla
mammella coltivate in vitro e
impiantate in topi singenici, ma
aumenta anche I’espressione del
VEGF e del VEGF-R2, attraverso
PI3K, JAK/STAT e la via
metabolica ERK1/2.
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Adiponectina

AdipoR;,,
AdipoR;

AMP
Kinase

Sembra attivare la chinasi adenosina
monofosfato nelle EC, comportando
un aumento dell’angiogenesi in vivo
nel Matrigel murino e nel saggio della
cornea di coniglio e [I’inibizione
dell’apoptosi mediata dalla caspasi 3
nelle HUVEC in vitro; Inoltre ha un
ruolo importante nell’angiogenesi
indotta da ischemia.  L’azione
proangiogenica sembra essere mediata
dalla stimolazione del segnale AMP
chinasi dipendente all’interno del
muscolo scheletrico dell’arto
ischemico.  Infine  I’adiponectina
sembra inibire la migrazione delle EC
e la proliferazione in vitro e la
neoangiogenesi in vivo nei saggi della
CAM e della cornea.

Restina

PI3K,
MAPK

Promuove la proliferazione nelle
VSMC attraverso la via metabolica
ERK1/2 e PI3K e stimola
I’angiogenesi in vitro; stimola la
proliferazione, la migrazione e la
formazione di strutture capillaro-
simili nelle HAEC,; inoltre sovraregola
I’espressione di VEGF-R1, VEGF-R2,
MMP-1 e MMP-2 come I’'m-RNA e
la proteina nelle HAEC, come anche
suscita un’attivazione transiente di
ERK1/2 e di MAPK p38.

Neuropeptide-Y
(NPY)

Y1-R/ Y,-R
(Ys-R)

MAPK

Stimola la proliferazione delle VSMC
della aorta di ratto agendo attraverso
Yi-R e YR; sembra stimolare
I’attivita di ERK1/2 nelle colture
primarie di EC di coronaria di ratto;
Promuove I’angiogenesi in vitro
attraverso il miglioramento
dell’adesione, della migrazione, della
proliferazione e della formazione di
strutture capillare simili con HUVEC.
In vitro [Iattivita proangiogenica
sembra essere mediata principalmente
dal recettore Y,-R tuttavia alcuni studi
piu recenti riportano un
coinvolgimento anche del recettore
Y:-R e Ys-R.
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Peptide vasoattivo
intestinale (VIP) e

Polipeptide PKA;_ Incrementano I’espressione del VEGF
o . VPAC;-R PI3K;
pituitario adenilato nelle cellule del cancro al polmone.
SR MAPK
ciclasi attivato
(PACAP)
Aumenta la crescita dei capillari in
.| vivo nel saggio della cornea di
Sostanza P NK;-R P,\Il‘ggNKg coniglio; stimola la proliferazione e la
migrazione in vitro di differenti tipi
cellulari.
Sst-2R, sst- . .
. ' MAPK; | Inibisce la crescita cellulare, la
Somatostatina 3R (sst- i . . o R
1R/sst-5R) NOS/NO | proliferazione e I’angiogenesi.
: MAPK; i . . .
Grelina GHS-R1a PI3K/AKt Inibisce la proliferazione di EC.
Inibiscono  la  proliferazione, la
s i .| migrazione e la formazione di tubuli
Peptidi Natriuretici A R/CF;)R B MJ?E’(K, capillari e possono essere considerati i

primi inibitori endogeni
dell’angiogensi modulata dal VEGF.

Tab. 3 : Fattori non classici dell’angiogenesi.
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1.5. ADRENOMEDULLINA

L’adrenomedullina (AM) € un potente peptide ipotensivo di 52 aminoacidi isolato da estratti di
feocromocitoma umano (Kitamura et al., Biochem Biophsy Res Commun, 1993a). E’ prodotta dal taglio
proteolitico di un pro-ormone di 185 aminoacidi chiamato preproadrenomedullina, dal quale si origina anche
un altro peptide la proadrenomedullina N-terminal 20 peptide (PAMP) (Kitamura et al., Biochem Biophsy
Res Commun, 1993b). Il gene della preproAM ¢ costituito da quattro esoni e tre introni ed & localizzato
nell’'uomo sul cromosoma 11 (Ishimitsu et al, Biochem. Biophys. Res. Commun, 1994). L’AM viene secreta
come peptide immaturo(iAM), che rappresenta la forma circolante principale. Costituisce infatti 1’85%
dell’AM nel plasma e si trova legata ad un fattore H del complemento detto AMBP-1 (AM binding protein-
1) (Beltowski et al., Pol. J. Pharmacol., 2004). L’iAM & convertita nella forma matura AM attraverso
Iattivita enzimatica della peptidilglicina a-monossigenasi (PAM) (Eipper et al., J. Biol. Chem., 1991). (Fig.

Ex1 EX2 Ex3 Ex4

Genomic DNA
(Chromosome 11)

B m
AN

121 41 94 \ 146 185
A

Py S AV

l‘ ““““ Amioalionm ..l
enzyme
pavricow,  [ESIco, mAM
Fig. 6: A) Sequenza aminoacidica di AM. B) Rappresentazione del gene AM e della forma processata di AM e di PAMP. Ex indica gli esoni; PAMP,

proadrenomedullina N-terminal 20 peptide; iAM e iPAMP, forme intermedie di AM e PAMP; mAM and mPAMP, forma matura di AM e PAMP
(Nikitenko et al., British Journal of Cancer, 2006).

preproAM

AZIONE BIOLOGICA DI AM SU CELLULE VASCOLARI

TIPI CELLULARI EFFETTI

Aumento dei livelli di cAMP; mobilizzazione
intracellulare di Cay; Stimolazione della produzione
di NO; Stimolazione di migrazione e proliferazione;
Inibizione dell’apoptosi.

Cellule endoteliali

Aumento dei livelli di cAMP; Inibizione della
Cellule muscolari lisce stimolazione della proliferazione; Inibizione della
migrazione; Riduzione dello stress ossidativo.

Aumento dei livelli di cAMP; Inibizione della

Fibroblasti avventiziali proliferazione; Aumento dell’azione di MMP-2.

Tab. 4: Azione di AM sulle cellule vascolari.

AM appartiene a una grande famiglia di cui fanno parte calcitonin gene-related peptide (CGRP), amilina e
calcitonina. Questi peptidi agiscono attraverso recettori selettivi derivati dalla dimerizzazione del calcitonin
receptor-like receptor (CRLR) con delle receptor activity modifying proteins (RAMP). La famiglia dei
RAMP comprende nell’'uomo tre membri (RAMP1, RAMP2 e RAMP3). Si tratta di piccole proteine con un
grande N-terminale extracellulare e un singolo dominio transmembrana. La formazione di eterodimeri tra
RAMPs e CRLR é essenziale per definire la selettivita del legame con il ligando. Per quel che riguarda AM,
essa media le sue attivita attraverso recettori eterodimerici composti da CRLR e RAMP2 o RAMP3, il che
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porta ai recettori AM1 e AM2 rispettivamente (McLatchie et al., Nature, 1998; Poyner et al., Pharmacol Rev.
2002).
AM e i suoi recettori sono espressi in molti tessuti e organi, inclusi il cuore e i vasi sanguigni, i reni, i
polmoni, il tratto gastrointestinale, la milza e il timo, le ghiandole endocrine e il cervello. La sua estesa
distribuzione suggerisce che AM sia coinvolta nella regolazione di parecchie funzioni del corpo (Eto T,
Peptides, 2001; Hinson et al., Endocr Rev 2000; Lopez et al, Int Rev Cytol, 2002). Inoltre I’espressione e la
secrezione di AM e stata dimostrata in molti tumori e fluidi biologici e sembra essere implicata in numerosi
processi fisiologici (Hinson et al., Endocr Rev 2000) :
e AM eé un fattore di crescita (Hinson et al., Endocr Rev 2000; Rossi et al., Hypertens Res. 2003);
e AM é angiogenica nei modelli in vitro e in vivo (Zhao et al, Oncogene, 1998; Nikitenko et al, Mol
Hum Reprod, 2000; Kim et al, FASEBJ 2003; Ribatti et al., Peptides 2005; Guidolin et al., Peptides
2008);
e AM inibisce I’apoptosi nelle EC e nelle cellule tumorali isolate (Kato et al., Endocrinology, 1997,
Martinez et al., J Natl Cancer Inst, 2002; Oehler et al., Oncogene 2002);
e AM e un potente vasodilatatore (Hinson et al., Endocr Rev 2000);
e AM regola la permeabilita vascolare (Hippenstiel et al., Circ Res., 2002);
e AM contribuisce all’adesione e alla differenziazione di cellule mononucleari derivate dal midollo
osseo in cellule endoteliali progenitrici (Iwase et al., Circulation, 2005).
In condizioni fisiologiche AM dilata i vasi sanguigni, comprese le coronarie, e incrementa il flusso cardiaco
(De Matteo et al., Br J Pharmacol, 2003; Kinnunen et al., Am J Physiol, 2000; Stangl et al., Eur J Pharmacol,
2000; Terata K, Am J Physiol, 2000). La sua sovraespressione inibisce la proliferazione sperimentale
arteriosa intimale (Agata et al.,, Regul Pept, 2003; Kawai et al., Circulation, 2004; Yamasaki et al.,
Hypertension, 2003) e il danno vascolare polmonare indotto dall’ipossia (Matsui et al., Circulation 2004).
L’AM aumenta in pazienti con insufficienza cardiaca congestizia e danno al miocardio (Jougasaki et al.,
Circulation, 1995; Kobayashi et al., AM Heart J, 1996; Nishikimi et al., J Am Coll Cardiol, 1995) ed ¢
clinicamente utilizzata nel trattamento contro I’insufficienza cardiaca (Nagaya et al., Circulation, 2000;
Rademarker et al., Circulation 1997), mentre il sovraccarico della pressione cronica fa aumentare
I’espressione del’mRNA di AM in concomitanza con lo sviluppo dell’ipertrofia ventricolare (Batimer et al.,
J Appl Physiol, 2001; Foldes et al., Endocrinology, 2001; Hirano et al., J Card Fail, 2000; Luodonpéa et al.,
Regul Pept, 2003; Morimoto et al., Hypertension, 1999; Rademaker et al., Regul Pept, 2003; Yoshihara et
al., AM J Physiol, 2000). L’espressione dei recettori AM1 e AM2 & aumentata nell’ipertrofia del ventricolo
sinistro indotta da ipertensione maligna (Nakamura et al., Circulation, 2004; Nishikimi et al., Hypertension,
2003, 41:512-8; Tadokoro et al., Regul Pept, 2003; Wang et al., J Hypertension, 2003), e I’infusione di AM
attenua la transizione dell’ipertofia dal ventricolo sinistro all’insufficienza cardiaca in ratti ipertesi
(Nishikimi et al., Hypertension, 2003, 42:1034-41) e riduce I’estensione dell’infarto in ratti con ischemia al
miocardio e danno da riperfusione (Okumura et al., Circulation, 2004). In ratti privati del gene dell’AM
(knockout) é stato dimostrato che la somministrazione di AM endogena offre una forte protezione contro
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I’ipertrofia cardiaca indotta da stress (Niu et al., Circulation, 2004). L’AM puo anche influire indirettamente
sul sistema cardiovascolare in quanto ha un’azione antisecretogena nei confronti dell’aldosterone; infine ha
un ruolo modulatorio nella crescita degli organi e nella differenziazione durante I’embriogenesi (Garayoa et
al., Microsc Res Tech, 2002) e promuove la crescita di tessuti normali e neoplastici (Belloni et al., Histol
Hisopathol, 2001; Cuttitta et al., Microsc Res Tech, 2002; Zudarie et al., Regul Pept, 2003).

Il meccanismo d’azione di AM nelle EC coinvolge I’attivazione di Akt, MAPK e le kinasi di adesione focale
(Fernandez-Sauze et al., Int J Cancer, 2004; Kim et al., FASEB J, 2003; Miyashita et al., FEBS Lett, 2003), e
pud avere un ruolo anti-infiammatorio nel controllo dell’espressione genica delle molecole di adesione
indotta dal VEGF e dell’adesivita per i leucociti nelle EC (Kim et al., Arterioscl Thromb Vasc Biol, 2003).
AM1 e considerato essere il principale recettore che media gli effetti di AM (McLatchie et al., Nature, 1998;
Poyner et al., Pharmacol Rev. 2002). Esso & prevalentemente espresso nelle EC microvascolari, a conferma
del fatto che questo GPCR (recettore associato alle G protein) e potenzialmente il maggiore regolatore degli
effetti di AM sulla vascolatura (Nikitenko et al., FASEB J, 2003). Va osservato che la trascrizione del gene
per il calcitonin-receptor-like receptor (uno dei due costituenti dei recettori per AM) ¢ sovra-regolata nelle
EC in condizioni di ipossia. La simultanea sovraregolazione del CRLR e il legame con AM nelle EC
possono dunque avere un ruolo fondamentale nelle risposte vascolari all’ipossia e all’ischemia. Calcitonin-
receptor-like receptor € anche sovra-regolato in alcuni tumori umani (Nikitenko et al., FASEB J, 2003).
Quanto ai processi di trasduzione del segnale nelle cellule endoteliali vascolari, I’attivazione di
fosfatidilinositolo 3’Kinase (PI3K/Akt), mitogen-activated protein kinase (MAPK) e focal adesion kinase
(p125FAK) sembrano avere un ruolo rilevante nell’angiogenesi indotta da AM. La migrazione stimolata da
AM di HUVEC ¢ infatti inibita da PI3K o da inibitori di MAPK (Kim et al., FASEB J, 2003). Inoltre, si &
osservato che la sovra-regolazione di ossido nitrico mediata da AM comporta una vasodilatazione endotelio-
dipendente (Hinson et al., Endocr Rev, 2000) e che AM riduce I’apoptosi dell’endotelio attraverso un
meccanismo ¢c-AMP indipendente, e attraverso la sovra- regolazione della trascrizione del fattore Max (Kato
et al., Endocrinology, 1997; Shichiri et al., Mol Endocrinol, 1999). Riguardo ad altri tipi cellulari, € stato
riportato che nelle VSMC I’attivita mitogena di AM é mediata da processi CAMP dipendente e/o da MAPK
(Hinson et al., Endocr Rev, 2000). Inoltre, gli effetti vasodilatatori endotelio-indipendente di AM sono legati
a un meccanismo cAMP-dipendente in VSMC. La migrazione di VSMC stimolata da AM ¢ inibita da
wortmannin, un inibitore di PI3K, e cio suggerisce che I’attivazione di PI3K/Akt attraverso il peptide
contribuisca in vivo al reclutamento di VSMC per formare una nuova rete di capillari (lwase et al.,
Circulation, 2005).

Piu controversa € la relazione tra AM e VEGF, rimanendo infatti da appurare se AM e VEGF agiscano
indipendentemente o con qualche forma di sinergia. Recenti studi mostrano che AM aumenta la formazione
di capillari indotta dal VEGF su HUVEC in vitro, ma c’é un disaccordo sulla capacita di AM di stimolare la
produzione di VEGF in queste cellule (Fernandez-Sauze et al., Int J Cancer, 2004; Imuro et al., Circ Res,
2004). Proprieta pro-angiogeniche di AM sono comunque emerse da vari esperimenti su colture vascolari di
EC. Ad esempio dopo iniezione di gel contenente AM in topi, AM sembra promuovere la
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neovascolarizzazione in maniera dipendente dalla protein kinasi A e da PI3K (Miyashita et al., FEBS Lett,
2003). E’ stato inoltre dimostrato che AM incrementa la densita di capillari collaterali in topi con ischemia
agli arti, aumentando I’espressione di VEGF e attivando Akt. Topi eterozigoti privati del gene dell” AM
(knockout) mostrano uno scarso sviluppo di capillari, mentre topi omozigoti privati del gene dell’AM
muoiono all’interno dell’utero per insufficiente sviluppo dei vasi sanguigni placentari (Shindo et al.,
Circulation, 2001). AM sembra inoltre aumentare la potenza angiogenica di impianti di cellule derivate da
midollo osseo attraverso I’inibizione dell’apoptosi cellulare. L’angiogenesi dopo il trapianto di cellule
mononucleate derivate da midollo osseo aumenta grazie ad AM in ratti con ischemia degli arti posteriori e le
cellule mononucleate si differenziano in EC e facilitano la formazione di vasi maturi che includono VSMC
(lwase et al., Circulation, 2005). In modo analogo, in un ratto modello con infarto celebrale, I’ effetto
angiogenico del trapianto di cellule staminali mesenchimali € aumentato dall’infusione di AM nel limite
ischemico del cervello, migliorando i deficit neurologici (Hanabusa et al., Stroke, 2005).

Dati potenzialmente interessanti riguardo alla relazione tra AM e VEGF, sono quelli ottenuti
sull’angiogenesi tumorale. 1l VEGF ¢ infatti il maggior regolatore associato all’angiogenesi tumorale e
promuove la crescita tumorale, I’invasione e le metastasi. La sua quantita (misurata mediante
immunoistochimica, ibridazione in situ, immunodosaggi quantitativi, western blotting, reverse-transcriptase
polymerase chain reaction) espressa da cellule cancerose & correlata con la dimensione del tumore, le
metastasi e la scarsa prognosi in molti tipi di tumori solidi e di tumori ematologici (Dvorak et al., J Clin
Oncol, 2002).

Huge et al., hanno mostrato che AM e VEGF sono i fattori angiogenici maggiormente espressi in leiomiomi
uterini, e che questi tumori hanno una piu alta densita vascolare e indice proliferativo endoteliale del normale
miometrio e endometrio. Una sorprendente constatazione di questo studio € che I’espressione di AM, nonché
di VEGF, é correlata alla densita vascolare dei leiomiomi. Imuro et al. (Imuro et al., Circ Res, 2004) hanno
anche evidenziato che la somministrazione di AM sovra-regola I’espressione del VEGF in modelli in vitro e
in vivo. E’ stato ad esempio utilizzato un laser doppler perfusion imaging per mostrare come AM stimoli la
ripresa del flusso sanguigno dell’arto colpito in topi con ischemia agli arti inferiori, promuovendo
I’espressione locale di VEGF. L’ immunoistochimica per CD31 rivela che questo maggior il flusso riflette un
aumento della densita di capillari. Cio € confermato anche da studi condotti con cellule tumorali del sarcoma
180 trapiantate per via sottocutanea. Topi eterozigoti privati del gene dell’AM (AM+/-) mostrano in modo
significativo un minor recupero del flusso sanguigno con minor sviluppo di capillari collaterali e una piu
bassa espressione di VEGF. In cocolture di EC e fibroblasti AM aumenta la formazione di capillari indotta
da VEGF, mentre in colture di EC aumenta I’attivazione di Akt indotta da VEGF. E’ stato tuttavia riportato
che bloccando il VEGF mediante anticorpi specifici non si inibisce in modo significativo la formazione di
tubuli capillari indotta da AM su HUVEC (Fernandez-Sauze et al., Int J Cancer, 2004), indicando che AM
non funzionerebbe indirettamente attraverso la sovra-regolazione del VEGF.
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1.6. INTERMEDINA

L’intermedina, conosciuta anche come adrenomedullina-2 (AM-2), € un peptide recentemente scoperto
appartenente anch’esso alla famiglia del CGPR (calcitonin gene-related peptide), ed ¢ stata isolata da pesce
palla. Nell’uomo si trova nel cromosoma 22¢13.33 e deriva dal taglio proteolitico del prepropeptide IMD di
148 aminoacidi (Fig. 7A). Dal taglio proteolitico del residuo basico in prossimita dell’N-terminale e un’a-
amidazione del residuo C-terminale si hanno due forme di intermedina, IMDy4; (prepro- IMDig1.147
intermedin long - IMDL) e IMDg.47 (prepro- IMDig.147 intermedin short - IMDS) delle quali pero solo una, la
forma piu corta, la IMDg47, ha un importante ruolo biologico (Fig. 7B) (Roh et al., Biol Chem, 2004).
L analisi delle sequenze dei vari prepro-peptidi appartenenti alla famiglia dei calcitonin/CGRP indica una
certa omologia di sequenza tra la forma matura dell’intermedina e gli altri peptidi, circa il 25% con I’ADM e
il 20% con il CGRP (Fig. 7C). La forma matura di IMD umana & per il 60% simile a quella di pesce e per
I’87% a quella dei roditori.
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Fig. 7: A-B) Rappresentazione di prepro-IMD umana che mostra i frammenti derivati dal taglio proteolitico del prepro-peptide precursore di 148
aminoacidi. C) Confronto tra le sequenze primarie di h-adrenomedullina;s.s;, h-intermedinas.s; (IMDS), h-aCGRP;.37, € h-AMY1.37; le sequenze
hanno in comune un residuo di cisteina che contribuisce alla formazione del ponte di solfuro caratterizzando la struttura del loop intramolecolare
(Chang et al., Peptides, 2004; Roh et al., Biol Chem, 2004).

IMD interagisce in maniera non selettiva con CRLR/RAMP1-2-3, mentre CGRP interagisce preferibilmente
con CRLR/RAMP1 e AM con CRLR/RAMP2-3 (Roh et al., Biol Chem, 2004). IMD ¢ espressa in vari
tessuti umani: nel tratto gastrointestinale, in particolare nella mucosa muscolare dello stomaco e nel digiuno,
nel cervello, nell’ ipotalamo, nella ghiandola pituitaria, nella pelle, nel pancreas, nei polmoni, nella milza,
nel timo, nelle ovaie, nelle ghiandole sottomascellari, nel cuore, nei reni e plasma (Roh et al., Biol Chem,
2004; Takei et al., Peptides, 2004; Takei et al., FEBS Lett, 2004; Taylor et al., Am J Pyhsiol, 2005;
Takahashi et al., Peptides, 2006; Kindt et al., J Invest Dermatol, 2007). In tessuti umani di origine autoptica,
immunocolorazioni per IMD hanno dato esito positivo nei reni e per la precisione nelle cellule tubulari
renali, mentre nei glomeruli renali e nella vascolatura il peptide non sembra essere presente (Takahashi et al.,
J Clin Endocrinol Metab, 2004). Inoltre, sempre mediante immunoistochimica, la sua presenza é stata
riscontrata nel ventricolo sinistro di cuore umano, nelle VSMC dell’arteria coronaria e nelle EC di vene del

tessuto adiposo del pericardio (Morimoto et al., Peptides, 2007). La localizzazione di IMD a livello
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dell’ipotalamo e della ghiandola pituitaria suggerisce un suo coinvolgimento, come per AM, nella
regolazione della sete e nel bilanciamento dei fluidi e degli elettroliti, e come per CGRP e AM, nella risposta
allo stress endocrino, e nella secrezione di ossitocina (Taylor et al., Am J Pyhsiol, 2005; Taylor and Samson,
Brain Res, 2005).

Le azioni biologiche di questo peptide sono mediate, come si & detto, dai complessi recettoriali
CRLR/RAMPs. (Fig. 8).

CRLR e ubiquitariamente espresso nelle aree del sistema nervoso centrale correlate al controllo
neuroendocrino e al sistema nervoso autonomo, alla sete e all’appetito, nei polmoni, nella ghiandola
surrenalica, nei reni e nella pelle. Inoltre ¢ presente nei vasi sanguigni, essendo distribuito nelle EC della
vascolatura polmonare e sistemica e nelle cellule vascolari muscolari lisce (VSMC) e nel cuore (Hagner et
al., Cell Tissue Res, 2002; Cottrell et al., J Compl Neurol, 2005; Totsune et al., Clin Sci, 2000; Cueille et al.,
Biochem Biophys Res Commun, 2002). RAMP1 e espresso nel cervello e nel midollo spinale, nel tratto
gastrointestinale, nella ghiandola surrenalica, nel tessuto adiposo, nel timo e nella milza. All’interno della
vascolatura e evidente nei nervi perivascolari e nella muscolatura liscia di arterie pit piccole e arteriole e nei
cardiomiociti e non miociti, presupponendo la presenza di CGRP; (Nagae et al., Biochem Biophys Res
Commun, 2000; Cottrell et al., J Compl Neurol, 2005; Oliver et al., J Cereb Blood Flow Metab, 2002;
Autelitano and Ridings, Peptides, 2001). RAMP2 é abbondantemente espresso nei polmoni, nella milza, nel
tessuto adiposo e nei reni. Inoltre nel sistema cardiovascolare si trova nelle cellule endoteliali micro vascolari
e macrovascolari, nella muscolatura liscia vascolare, nei cardiomiociti e meno abbondante nei non-miociti
cardiaci (Nagae et al., Biochem Biophys Res Commun, 2000; Kamitani et al., FEBS Lett, 1999; Autelitano
and Ridings, Peptides, 2001). RAMP3 e molto meno distribuito rispetto agli altri recettori; lo si puo trovare
in discrete quantita nei reni e in quantita inferiori nei polmoni, milza e timo; bassi livelli di RAMP3 sono
stati riscontrati nel miocardio e nei cardiomiociti nell’adulto (Nagae et al., Biochem Biophys Res Commun,
2000; Zhao et al., J Pharmacol Exp Ther, 2006). Va anche osservato che i RAMP mostrano gradi diversi di
affinita per CRLR a seconda del tipo cellulare nel quale sono co-espressi: I’interazione di RAMP3 con
CRLR ¢é ad esempio predominante nelle EC di aorta di coniglio rispetto a quelle coinvolgenti RAMP1 e
RAMP2 (Muff et al., FEBS Lett, 1998).

agonist potency: CGRP=IMD=AM AM=IMD=CGRP AM=IMD=CGRP
BIBN409GBS
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\ 22
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Signal transduction: W e m

¥ adenylate cyclase W adenylate cyclase adenylate cyclase
W phospholipase C-8 7 phospholipase C-§ 7 phospholipase C-8
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% Krchannel 7 guanylate cyclase 7 guanylate cyclase

Fig. 8: CGRP, AM, IMD condividono la stessa famiglia di G-protein (Gapy)-coupled receptors formati dall’associazione del calcitonin receptor-like
receptor (CRLR) con uno dei tre recettori receptor-activity-modifying proteins (RAMPs).La proteina componente del recettore (RCP) € richiesta per
I’ottimale attivazione della trasduzione del segnale.
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IMD ha dimostrato avere azioni sul sistema cardiovascolare simili a quelle di AM. Anche IMD ha infatti un
effetto ipotensivo e vasodilatatorio (Roh et al., Biol Chem, 2004; Takei et al., FEBS Lett, 2004). Per
esempio, IMD diminuisce la pressione sanguigna e incrementa la frequenza cardiaca e il flusso sanguigno
renale in ratti coscienti (Fujisawa et al., Am J Physiol Heart Circul Physiol, 2006). Sia AM che IMD possono
avere ruoli patofisiologici e sembrano mostrare protezione contro il danno da ischemia o riperfusione al
miocardio nei cuori di ratto (Yang et al., Biochem Biophys Res Comm, 2006). Recenti studi hanno
dimostrato che il trasferimento del gene di IMD impedisce la perdita di EC, il danno ai reni,
I’infiammazione, e la fibrosi in ratti ipertesi (Hagiwara et al., Am J Physiol Renal Physiol, 2008). Sono stati
inoltre osservati molti effetti renali, cardiaci, emodinamici comparabili con quelli di AM (Bunton et al.,
Pharmacol Ther, 2004; Chao et al., Peptides, 2001). Come si e detto, AM risulta anche essere un potente
fattore di crescita angiogenico (Nagaya et al., Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, 2005), e data la
notevole somiglianza strutturale, chimica e biologica di AM e IMD e che i loro effetti sono mediati dagli
stessi complessi recettoriali, Smith et al., (Am J Physiol Heart Circul Physiol, 2009) hanno ipotizzato che
anche IMD abbia effetti angiogenici. Dai loro esperimenti & infatti risultato che IMD ¢ un potente peptide
angiogenico: il trasferimento del gene di IMD umano in ratti con ischemia degli arti posteriori ha causato un
marcato aumento della densita di capillari e di arteriole rispetto agli arti normoperfusi, cio indica non solo la
capacita proangiogenica di IMD ma anche I’aumento di arteriogenesi da un completo ristabilimento del
flusso sanguigno. Inoltre I’'impianto di matrigel contenente IMD in topi ha sottolineato la capacita di IMD di
promuovere la crescita dei vasi sanguigni, infine IMD sembra promuovere la migrazione e la formazione di
tubuli in colture di EC.

Anche gli eventi molecolari di trasduzione del segnale mostrano notevoli analogie con quelli indotti da AM.
Come per AM (Kim et al., FASEB J, 2003), la via PI3K-Akt-eNOS ¢ la via principale per I’induzione di
processi di angiogenesi (Dimmerler et al., Circ Res, 2000; Jiang et al., Biochim Biophys Acta, 2008; Katusic
et al., Arteriscler Thromb Vasc Biol, 2002; Smith et al., Arteriscler Thromb Vasc Biol, 2002) da parte di
IMD (Smith et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2009). (Vedi fig. 9).
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Fig. 9: Meccanismo d’azione di IMD su EC.
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2 SCOPO DEL LAVORO

Il lavoro svolto in questa tesi é finalizzato allo studio dell’adrenomedullina, un peptide endogeno, induttore
di angiogenesi in condizioni fisiologiche e patologiche. Sono stati approfonditi i meccanismi cellulari alla
base della sua azione proangiogenica in cellule endoteliali umane da vena safena (HSVEC) valutando in
particolare le relazioni che vi sono, nelle cellule endoteliali, tra il peptide e la via metabolica ad azione
trofica, pilotata dal VEGF. Ad ulteriore conferma dei risultati ottenuti sono stati effettati esperimenti
utilizzando come stimolo IMD (Intermedina), peptide che condivide con AM il medesimo sistema
recettoriale.
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3 MATERIALI E METODI

3.1. COLTURE CELLULARI IN VITRO

Sono state utilizzate cellule endoteliali umane primarie di vena safena (HSVEC — Human Safena Vein
Endothelial Cells) isolate direttamente da biopsie di vasi sanguigni avuti dalla Chirurgia Vascolare
dell’Universita di Padova. Dopo la resezione le vene sono state poste in terreno EBM e lavate accuratamente
con PBS e I’ 1% di antibiotico. Sono stati rimossi con attenzione il tessuto adiposo, i coaguli di sangue ed
eventuali altre impurita. Dopo aver lavato nuovamente il vaso si e proceduto con I’isolamento delle cellule
endoteliali, é stato tagliato longitudinalmente il vaso ed é stato posto con il lume del vaso adeso alla piastra e
incubato con 0.1% di collagenasi di tipo 1l a 37°C. Dopo 20 minuti é stato lavato con PBS il tessuto digerito,
e stata recuperata la sospensione cellulare ed é stata centrifugata a 480 g a 4°C per 5 minuti. Il pellet ottenuto
e stato risospeso in terreno EBM con 10% siero bovino fetale, 1001U/mL di penicillina, 100mg/mL di
streptomicina, e 2% di Ultroser (BioSepra S.A., Cergy-Saint-Christophe, France) quindi le cellule sono state
piastrate in piastre pre-condizionate con fibronectina (1ug/cm?) e incubate a 37°C con 5% CO,, 95% umidita.
Una volta che le cellule hanno raggiunto la confluenza, sono state staccate dalla piastra e sottoposte a
immunoseparazione magnetica per 30 min a 4°C con Dynabeads M-450 (Oxid Italy, Milan, Italy) rivestite
con anticorpo anti-human CD31 per separare HSVEC attraverso immunoseparazione magnetica (Conconi et
al., J BioMed Mater Res, 2004). Il fenotipo endoteliale delle cellule isolate é stato confermato attraverso
I’immunocitochimica, utilizzando anticorpi anti-von Willebrand e anti-smooth muscle actin. In tutti gli

esperimenti sono state utilizzate colture di HSVEC dal secondo al quinto passaggio.

3.2. MANTENIMENTO IN COLTURA DELLE CELLULE ENDOTELIALI

Durante I’espansione, le cellule sono state fatte crescere in fiasche da 75 cm® 0 25 cm? con il relativo terreno
per le cellule endoteliali EBM (PBI International, Milano, Italia), con aggiunta di siero fetale bovino (FCS)
tra il 2% e il 10%, supplemento di crescita endoteliale (ECGS) 0,4%, eparina 0,4%, il fattore di crescita
dell’epidermide (EGF) 0,1 ng/ml, il fattore di crescita fibroblastico (FGF) 1 ng/ml, idrocortisone 1 pg/ml,
gentamicina 50 ug/ml e anfotericina-B 50 pg/ml. Reagenti come FCS, antibiotici, tampone fosfato (PBS),
acido etilendiamminotetracetico (EDTA), tripsina, trypan blue, dimetilsolfossido (DMSO) sono stati forniti
dalla ditta Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri, USA. FGF fornito dalla ditta Preprotech, London, UK;
diamminobenzidina (DAB) fornita dalla ditta Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA. 4’,6’-diamine-2’-
phenylindole (DAPI) ¢ stato fornito dalla ditta Boehringer, Manneim, Germany. Le cellule si mantengono in
incubatore ThermoForma (Mariette, Ohio) a 37°C e al 5% di CO,.
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3.3. SAGGIO DI PROLIFERAZIONE

HSVEC sono state seminate (2x10°cells/well) in una piastra da 24 pozzetti e sono state fatte crescere con
terreno EBM. Dopo 24 ore di incubazione, il terreno di coltura e stato sostituito con altro terreno contenente
50ng/mL di FGF-2 o VEGF (controllo positivo) o addizionato di AM (da 10™*M a 10°M). Dopo 6 ore di
incubazione le cellule proliferanti sono state identificate con 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) Labeling and
detection Kit I (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) secondo le istruzioni fornite dal produttore. La
BrdU (107°) veniva somministrata alle cellule e ivi lasciata per altre 12 ore (la durata complessiva del test &
stata dunque di 18 ore). Dopo un lavaggio in PBS, le cellule sono state fissate con una soluzione a base di
etanolo (15mM glicina in etanolo) per 30 minuti a 4°C e poi incubate con un anticorpo monoclonale
fluorescinato anti-BrdU (1:10) per 45 minuti a 37°C in camera umida. Infine si & utilizzato DAPI per
visualizzare i nuclei di tutte le cellule presenti.

Le immagini in fluorescenza sono state acquisite ad un ingrandimento di 10X (cinque campi per ogni
pozzetto: i quattro quadranti e il centro) utilizzando una fotocamera digitale (DFC 480, Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) collegata a un microscopio rovesciato DM-IRE2 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) e salvate come immagini TIFF. La stima dell’incorporazione di BrdU é stata effettuata attraverso
un’analisi di immagine con il computer valutando la frazione di nuclei che hanno incorporato BrdU rispetto
al numero totale di nuclei (Conconi et al., J Invest Med, 2003). Per I’analisi é stato utilizzato il software per
I’analisi di immagine QWin (Leica Microsystems, Cambridge, UK).

3.4. IMMUNOCITOCHIMICA E IMMUNOFLUORESCENZA

Le cellule sono state poste su piastre da 24 pozzetti, aventi, per ogni pozzetto, adagiato un vetrino sul fondo.
Le cellule sono state successivamente fissate con paraformaldeide (PFA) al 4% in PBS (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO) per 45 minuti a temperatura ambiente. La PFA al 4% é stata poi rimossa con
successivi lavaggi di PBS. Dopo “permeabilizzazione” con Triton X-100 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
Missouri, USA) allo 0,1% in PBS per 5 minuti a temperatura ambiente sotto agitazione, seguita da lavaggio
con PBS, i campioni destinati all’analisi immunocitochimica sono stati sottoposti a blocco dei siti aspecifici
con albumina di siero bovino (BSA; Santa Cruz Biotechnology, California, USA) al 3% in PBS per un’ora a
temperatura ambiente sotto agitazione. Per i campioni destinati all’osservazione in immunofluorescenza la
soluzione per il blocco dei siti aspecifici era invece costituita da: 1:50 nornal goat serum (Chemicon) in PBS
e Triton 100X allo 0,3%. Sucessivamente le cellule sono state incubate per 1 ora a temperatura ambiente e
poi per tutta la notte a +4°C (in leggera agitazione) con gli anticorpi primari riportati in Tabella 1 e diluiti in
BSA 0,2% e Triton X-100 allo 0,2% in PBS per I’immuocitochimica e in PBS e Triton X-100 allo 0,3% per

I’immunofluorescenza.
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DITTA CODICE
ANTICORPO | SPECIE | DILUIZIONE
PRODUTTRICE | IDENTIFICATIVO
Policlonale 1gG
Von Willebrand Rabbit 1:1000 Sigma-Aldrich F-3520
Factor
Santa Cruz
Policlonale 1gG ) )
Rabbit 1:100 Biotechnology SC-30028
CRLR (H-42)
Inc.
Santa Cruz
Policlonale 1gG ) )
Rabbit 1:100 Biotechnology SC-11380
RAMP2 (H-139)
Inc.
. Santa Cruz
Policlonale 1gG ) )
Rabbit 1:100 Biotechnology SC-507
VEGF (147)
Inc.
. Santa Cruz
Policlonale 1gG ) )
Rabbit 1:100 Biotechnology SC-9029
FLT-1 (H-225)
Inc.
Policlonale 1gG
KDR/FIk-1 (clone | Mouse 1:100 Upstate 05-554
CH-11)
Monoclonale 19G ) 1:125 IF o
Rabbit Cell Signaling 4991 (15D2)
TYR-951 1:100 ICC
Monoclonale 19G ) 1:100 IF o
Rabbit Cell Signaling 2478 (19A10)
TYR-1175 1:200 ICC

Tab. 1: anticorpi primari utilizzati e loro rispettive diluizioni.
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Dopo 3 lavaggi con PBS, le cellule sono quindi state incubate per lora a temperatura ambiente sotto
agitazione con gli anticorpi secondari riportati in Tabella 2.

DITTA CODICE
ANTICORPO | DILUIZIONE
PRODUTTRICE | IDENTIFICATIVO
1gG Anti-
Vector
Mouse e Pronto all’uso ] MP-7500
) ) Laboratories Inc.
anti-rabbit
Anti-rabbit
1:100 IF Chemicon AP132C
CY3
Biotin Anti- Jackson
) 1:500 111-035-144
rabbit ImmunoResearch

Tab. 2: anticorpi secondari utilizzati e loro rispettive diluizioni.

Sono stati infine eseguiti 3 lavaggi con PBS, dopodiché i preparati per I’'immunocitochimica sono stati
trattati con DAB preparata al momento. Entro pochi minuti sono state osservate le variazioni di colore delle
cellule che da incolori diventano scure e la reazione € stata bloccata con PBS. | vetrini infine sono stati
montati in glicerolo su vetrino portaoggetti e i preparati osservati al microscopio ottico. In alcune prove le
cellule sono state sottoposte a breve colorazione con ematossilina in modo da contrastare i nuclei. | preparati
per immunofluorescenza, invece, dopo i lavaggi in PBS sono stati sottoposti a colorazione dei nuclei con
DAPI. Una volta montati i vetrini con glicerolo (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,MO) le cellule sono state

osservate al microscopio a fluorescenza.

3.5. SAGGIO DI ANGIOGENESI IN VITRO

Per valutare la capacita delle HSVEC di auto-organizzarsi a formare strutture capillaro-simili, le cellule sono
state seminate su matrigel (Matrigel™ Basement Membrane Matrix, Bencton-Dickinson Labware, Bedford,
MA), estratto solubile di membrana basale di tumore di Engelbreth-Holm-Swarm che gelificando a
temperatura ambiente riproduce una condizione simile alla presenza di membrana basale. A tal fine, viene
lasciato a 4°C la notte prima dell’utilizzo e, una volta distribuito su una piastra a 24 pozzetti (50ul), viene
posto 30 minuti in incubatore a 37°C per gelificare. Le cellule possono quindi essere seminate (2,5x10*
cellule per cm?) con terreno basale EBM2 (PBI International, Milano, Italia) senza fattori di crescita, in
presenza di 1% di antibiotico-antimicotico e 2% di siero bovino fetale (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
MO). Sono stati inoltre fatti i seguenti trattamenti: VEGF,2; (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) e FGF-2
(Preprotech, London, UK), come controlli positivi, AM e IMD (da 10 a 10°M) (Phoenix Pharmaceuticals,
Burlingame, CA).
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Dopo 18 ore di incubazione a 37°C le cellule sono state fissate in PFA al 4% e osservate al microscopio
rovesciato a contrasto di fase (LEICA DM-IRE2, Milano, Italia). Sono state prese delle immagini TIFF
(cinque campi per ogni pozzetto: i quattro quadranti e il centro) con il fine di valutare i parametri
dimensionali (area percentuale coperta dalle cellule endoteliali e lunghezza totale della rete cellulare per
campo) e topologici (numero di maglie chiuse e punti di ramificazione per campo) mediante un apposito
programma che consente di studiare la rete capillaro-simile formata dalle cellule (Guidolin et al., Microvasc
Res, 2004). Per I’analisi € stato utilizzato il software per I’analisi di immagine QWin (Leica Microsystems,
Cambridge, UK).

3.6. INIBIZIONE DI VEGFR-2

La proliferazione cellulare e il saggio di angiogenesi in vitro sono stati eseguiti anche in presenza di inibitori
specifici del VEGFR-2, V1 e SU5416. V1 é un eptapeptide (ATWLPPR) che si lega con alta affinita (ICso=
80 uM) al VEGFR-2 e blocca la sua interazione con il VEGF. E’ stato usato alla concentrazione di 200 pM,
ed é stato dimostrato che a tale concentrazione inibisce sia la proliferazione delle HUVEC, che I'attivita
angiogenica indotte da VEGF (Binétruy-Tournaire et al., EMBO J, 2000). SU5416 € un inibitore selettivo
(ICso= 0.16 puM) dell’attivita tirosin chinasica del recettore VEGFR-2. (Fong et al., Cancer Res, 1999) E’
stato somministrato alle cellule alla concentrazione di 0.4 uM.

3.7. SILENZIAMENTO GENICO

La sotto-regolazione di RAMP2 e VEGF nelle HSVEC é stata ottenuta (Albertin et al., Int J Mol Med, 2006)
mediante transfezione con short interfering RNA (siRNA). Per la transfezione delle cellule é stato utilizzato
I’Arrest-In™ Transfection Reagent for ShRNA o siRNA (Open Biosystems, Celbio, Milano, Italia). 1 pl di
reagente di transfezione Arrest-In™ (per piastra da 24) & stato diluito in terreno senza siero, quindi dopo 10
minuti, sono stati aggiunti i SIRNA diluiti in terreno senza siero in un volume complessivo di 50 pl, lasciato
infine 10 minuti a temperatura ambiente. Le concentrazioni di ogni siRNA utilizzato ¢ stata di 10 nM. 5x10*
cellule/pozzetto nella piastra da 24 pozzetti sono state preparate per le reazioni di silenziamento genico. Per
ogni reazione sono stati allestiti dei pozzetti “controllo” (aggiunta di agente transfettante privo di SiRNA) e
pozzetti “transfettati” con la sequenza silenziante (SIRNA GAPDH, siRNA VEGF, siRNA RAMP2). |
complessi siRNA/Arrest-In™ sono stati introdotti nelle piastre al momento della semina delle cellule e il
volume finale in ogni pozzetto e stato di 300 pl. Dopo 4 ore é stato aggiunto del nuovo terreno completo per
un volume totale di 500 pl e il giorno successivo si & cambiato il terreno. La durata dell’esperimento ¢ stata
di 48 ore, trascorse le quali le cellule sono state utilizzate per la valutazione dell’mRNA mediante RT-PCR o
per test su matrigel.

3.8. REAL-TIME PCR
Per individuare I’espressione del’mRNA per VEGF, VEGFRs, RAMP2 e i cambiamenti che avvengono
nelle diverse condizioni sperimentali, le HSVEC vengono raccolte, I’'RNA totale viene estratto, purificato
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mediante un kit di estrazione del’RNA (SV Total RNA Isolation System, Promega Corporation, Madison,
WI1), quantificato mediante lettura allo spettrofotometro e infine trascritto in cONA (Albertin et al., Int J Mol
Med, 2005). Le reazioni di RT-PCR sono state tutte effettuate mediante I’impiego dell’ICycler 1Q (Bio-Rad
Laboratories, Milano, Italia). Per la retrotrascrizione € stata utilizzata una quantita di RNA totale compresa
tra 0,3 ¢ 0,7 pug. Il programma di PCR prevede uno step di denaturazione a 95°C per 3 min, 40 cicli di due
step di amplificazione (95° per 15 sec e I’estensione di annealing a 60°C per 30 sec) e una melt curve (60-
90°C con un aumento di 0,5°C ogni 10 sec). Per determinare I’espressione genica di AM e stato applicato lo
stesso protocollo eccetto per la melting curve, dato che € stata utilizzata una sonda TagMan. | primers e la
sonda utilizzati sono riportati nella tabella 3.

SEQUENCE NAME PRIMERS BP | ACC. NUMBER

HGAPD-F-1-5' 5-CTC-TCT-GCT-CCT-CCT-GTT-CGA-C-3'
69 | NM_002046.3

HGAPD-R-69-3' 5-TGA-GCG-ATG-TGG-CTC-GGC-T-3'

HVEGF-F-1075-5' 5-GCC-TTG-CTG-CTC-TAC-CTC-CAC-3'
73 | NM_001025368

HVEGF-R-1147-3' 5-GAT-TCT-GCC-CTC-CTC-CTT-CTG-C-3'

HFLT1-2491-5 5-GTT-CAA-GGA-ACC-TCG-GAC-AA-3'
192 | NM_002019

HFLT1-2683-5 5 -GCT-CAC-ACT-GCT-CAT-CCA-AA-3'

HKDR-2527 5-GTT-CTT-GGC-TGT-GCA-AAA-GT-3’
43 | NM_002253.1

HKDR-2699 5-GTC-TTC-AGT-TCC-CCT-CCA-TT-3"

HRAMP2-F-75pb 5-CTG-CTG-GGC-GCT-GTC-CTG-AA-3'
75 | NM_005854.1

HRAMP2-R-75pb 3-TTC-TGA-CCC-TGG-TGT-GCC-TGT-G-3'

HADM-F-189-5' 5-GGG-TTC-GCT-CGC-CTT-CTT-A-3’
HADM-pr-218 5-CCG-CTC-GGT-TGG-ATG-TCG-CGT-CGG-A-3' | 107 | NM_001124.1

HADM-R-295-3' 5-GCA-GTT-CCC-TCT-TCC-CAC-GA-3’

Tab. 3: Primers e sonda utilizzati.

Mediante analisi delle curve di amplificazione e’ possibile effettuare una misurazione dell’espressione
relativa e precisamente: durante la fase esponenziale, fissata una soglia del segnale di fluorescenza, si &
proceduto a valutare il numero di cicli di PCR necessari a raggiungere tale soglia (ovvero il ‘ciclo soglia’,
Ct). I valori di Ct diminuiscono in modo lineare all’aumentare della quantita di mRNA target e vengono
quindi usati per calcolare I’espressione relativa del’mRNA. Questa & stata stimata utilizzando il modello
matematico di quantificazione proposto da Pfaffl (Pfaffl, Nucleic Acid Res, 2001). Secondo questo metodo,
la variazione indotta dall’mRNA specifico nell’espressione dell’mRNA rispetto a campioni di controllo non
stimolati, viene espressa in termini di ‘fattore di regolazione’ per il gene analizzato (Pfaffl et al., Nucleic
Acid Res, 2002). Quando il gene é sotto o sovra regolato come avviene in conseguenza ad uno stimolo
applicato, questo parametro € rispettivamente minore o maggiore a 1.0. Tutti i campioni sono stati analizzati
in doppio e I’espressione di GAPDH e stata utilizzata come riferimento per normalizzare i dati. La specificita
dell’amplificazione viene testata alla fine di ogni RT-PCR attraverso I’analisi della curva di melting, usando
I-Cycler software 3.0.
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3.9. WESTERN BLOTTING

L’analisi del western blotting e stata utilizzata per valutare i livelli proteici della forma fosforilata del
VEGFR-2 in seguito a trattamenti con AM (10°M per 2 minuti) e IMD (10°M per 2 minuti) utilizzando un
anticorpo anti-tirosina fosforilata (Phosphotyrosine, Upstate, Millipore). Per stimare i livelli di VEGFR-2 e
Pecam-1 totali sono stati utilizzati anticorpi anti-KDR/FIk-1 (05-554 Upstate) e anti-Pecam-1 (H-300
s¢c8306, Santa Cruz Biotechnology Inc.) rispettivamente . Le cellule sono state lisate con un buffer di lisi
contenente 0.6% TritonX-100, 0.15M NaCl, 10mM Tris pH 7.4, 1ImM EDTA e un inibitore di proteasi e
fosfatasi (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,MO). Dopo aver lisato le cellule utilizzando un raschietto sono
state raccolte e sono state centrifugate a 13000 rpm per 10 min. e il surnatante raccolto € stato sottoposto a
quantificazione utilizzando QuantiPro BCA Assay Kit (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,MO). Le proteine
sono state quindi caricate su SDS-PAGE al 7.5% e trasferite su una membrana di nitrocellulosa con porosita
0.2 um (GE Healthcare, Amersham Bioscience, Milan, Italy). Per poter riconoscere il peso molecolare delle
proteine & stato utilizzato un marker di peso molecolare (10-250 KDa, Bio-Rad Laboratories). Dopo aver
messo una soluzione di latte in polvere al 5% in PBS e Tween 20 allo 0.1% per il blocco dei siti aspecifici, la
membrana di nitrocellulosa é stata incubata con I’anticorpo primario O/N a 4°C. Poi si & proceduto con
I’incubazione dell’anticorpo secondario Polyclonal Rabbit Anti-Mouse HRP (Dako, P0260) o Goat Anti-
Rabbit 1gG HRP (Millipore, AP132P) e il segnale é stato rivelato con Enanched Chmioluminescence Kit
(ECL Plus Kit, GE Healtcare Amaersham Bioscence, Milan, Italy).

3.10. STATISTICA

Tutti gli esperimenti sono stati ripetuti almeno tre volte in triplicato e i risultati sono espressi come media +
SEM. | dati del matrigel e della proliferazione cellulare sono stati analizzati con I’analisi della varianza
(ANOVA) software GraphPad PRISM (versione 3.03; GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).
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4 RISULTATI

4.1. FENOTIPO E PREPARAZIONE DELLE CELLULE

Le analisi di immunocitochimica mostrano che le cellule immunoseparate con Dynabeads M-450 rivestite di
anti-CD31 sono endoteliali, in quanto piu del 95% esprimono il fattore di von Willebrand (Fig. 1A) Per di
piu non e stata determinata nessuna espressione di a actina nella popolazione cellulare. Inoltre le cellule
isolate esibiscono una significativa espressione del recettore AM1 (indicato dalla presenza di CRLR e
RAMP2), di VEGF, di VEGFR-1 e di VEGFR-2. La presenza di questi marker & stata sempre confermata da
RT-PCR e curve di melting rappresentative sono riportate in Fig. 1 insieme alle illustrazioni che mostrano
I’immunoreattivita per le proteine corrispondenti. Come illustrato le HSVEC esibiscono anche una
significativa espressione di AM.

water

- 234bp

\ \‘\\\5\\ 1 2 3

- 106bp

Fig. 1: Espressioni di marker su HSVEC. A) Immunocitochimica del fattore di Von Willebrand. Nell’angolo a sinistra vi & la colorazione aspecifica
ottenuta omettendo I’anticorpo primario; é possibile individuare le cellule in quanto ¢ stata fatta la colorazione dei nuclei con ematossilina. B) Gel di
agarosio 1.5% in presenza di etidio bromuro che rappresenta I’espressione di AM umana ottenuta mediante RT-PCR con primers specifici dopo
I’estrazione di RNA da HSVEC (figura a sinistra). A destra & rappresentata I’immunocitochimica del peptide AM in HSVEC. C) A sinistra vi € la
curva di melting con lo specifico singolo picco che dimostra la presenza di RAMP2 nellmRNA di HSVEC, inoltre vi é la dimostrazione
immunocitochimica della presenza di RAMP2 e CRLR nelle cellule. D-F) Curva di melting che indica I’espressione dell’mRNA di VEGF, VEGFR-2,
VEGFR-1 e relativa dimostrazione immunocitochimica delle corrispondenti proteine. Scala: 50um.

4.2. VALUTAZIONE DELL’EFFETTO DI AM NEI SAGGI DI ANGIOGENESI IN VITRO

Fig. 2A mostra I’effetto della somministrazione di crescenti concentrazioni di AM sulla proliferazione
cellulare e indica un significativo effetto stimolatorio a partire dalla dose di 10®M. 1 risultati dei saggi
eseguiti trattando le cellule con AM 10®M sono riassunti in fig. 2B. 1l peptide aumenta in modo significativo
la proliferazione di HSVEC, portando a un incremento del 100% del grado di incorporazione di BrdU, un
effetto comparabile a quello osservato con FGF-2 o VEGF.

Dopo aver seminato le cellule su Matrigel, le HSVEC si estendono e si auto-organizzano a formare tubuli
con giunzioni multicentriche che danno luogo in 18 ore a una rete di strutture capillaro-simili. (Fig. 3A)

Quando il terreno di coltura veniva miscelato con AM, FGF-2 o VEGF é stato osservato un maggiore effetto
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morfogenico, con la formazione di una rete di maggior densita (vedi Fig. 3B e C). L’analisi di immagine
(Fig. 4A) conferma queste osservazioni, mostrando come AM, alla dose di ~ 10°M, aumenti
significativamente sia I’estensione (I’area percentuale ricoperta dalle HSVEC e la lunghezza totale dei tubuli
per campo) che i parametri topologici (numero di maglie e punti di ramificazione per campo) della rete
cellulare. L’effetto di AM 10°M risulta essere comparabile con quello ottenuto con 50 ng/mL di FGF-2 e
VEGF. (Fig. 4B) Come mostrato in fig. 2C e 4C quando i test sono stati eseguiti utilizzando HSVEC in cui
RAMP?2 era stato soppresso attraverso silenziamento genico (I’ inibizione di RAMP2 risulta essere maggiore
del 70%) I’azione proliferativa e morfogenica dell’FGF-2 e del VEGF non venivano alterate ma I’effetto di
AM non e piu stato possibile osservarlo, ad indicare che esso & mediato dal legame di AM con il suo

recettore.
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Fig. 2 : Effetto di AM, FGF-2, VEGF sulla proliferazione di HSVEC. A) Effetto sulla proliferazione di HSVEC aumentando la somministrazione
della concentrazione di AM. E’ stato osservato un significativo effetto stimolatorio dalla dose di 10°®M. B) In cellule normali il trattamento con AM
10M induce un incremento della proliferazione di circa il 100%, comparabile a quella ottenuta con FGF-2 e VEGF. C) Quando I’espressione di
RAMP2 nelle cellule & stata soppressa mediante silenziamento genico I’effetto di AM 10°M sulla proliferazione cellulare non & piti osservabile,
indicando che & mediato dal recettore AML1. Viceversa I’azione proliferativa di FGF-2 o di VEGF non é stata alterata in queste condizioni
sperimentali. *p < 0.05 vs. il gruppo di controllo.

Fig. 3: Immagini in contrasto di fase di strutture tubolari capillaro-simile di HSVEC in coltura su Matrigel per 18h. A) Cellule di controllo; B)
Cellule con FGF-2 50 ng/mL; C) cellule con AM 10 M. In B e C si pud osservare un incremento di densita e di complessita della rete.

40



A 500~ * *
400
o 300
= 4 * *
S 200
- * * % *
e
€ 1504
o
o
© 100
S
504
0 12 10 9 8 6
Control 10~ 10° 10° 10° 10°
[AM] (M)
Area% Length
Meshes Branching points
B 900+ * C 600+ *
700 . 500
° 500 o 4004
3 3004 2 2004
g 240+ * * * * * * > T *o* * *
° * S 250
£ 180 z
5 * k% & 2004 * % *
o o
S 120 G 150
X X
100
60
50
0 0
Control FGF-2 VEGF AM Control FGF-2 VEGF AM

Fig. 4 : Analisi morfometrica dell’effetto di AM, FGF-2, VEGF su strutture formate da HSVEC su Matrigel. A) Dose-risposta di AM su HSVEC; un
significativo incremento complessivo dei parametri alla dose di 10® M. B) In cellule normali , AM 10® M (come FGF-2 e VEGF) incrementa
significativamente i parametri topologici (numero di maglie e ramificazioni) e dimensionali (area percentuale coperta da HSVEC e totale lunghezza
delle maglie per campo). C) Quando I’espressione di RAMP-2 nelle cellule viene soppressa, AM 10 M non permette piti la formazione di strutture
capillaro-simili.

4.3. EFFETTI DI AM SULL’ESPRESSIONE DI VEGF E VEGFR

Per determinare se I’azione pro-angiogenica di AM sulle HSVEC fosse collegata ad un incremento della
produzione di VEGF o dell’espressione del VEGFR, é stato esaminato I’effetto di AM sull’espressione
del’mRNA del VEGF, VEGFR1 e VEGFR2. (Tab. 1) Non ci sono significativi cambiamenti
dell’espressione dell’mRNA per questi marker che sono stati determinati attraverso RT-PCR nelle HSVEC
dopo stimolazione con AM. Inoltre le analisi di immunocitochimica confermano i risultati, nessuna

differenza nella colorazione ¢ stata riscontrata se comparata ai campioni di controllo non stimolati.

VEGF VEGFR2 VEGFR1

Fattore di regolazione (media+ SEM,n=9) | 0.997+0.128 | 0.876 £0.133 | 1.100+0.073

P (one-sample t-test) 0.982 0.378 0.208

Tab. 1: RT-PCR semiquantitativa dell’effetto di AM sull’espressione relativa
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4.4, L’EFFETTO DI AM NON VIENE INIBITO DAL SILENZIAMENTO GENICO DEL
VEGF O DALL’ANTAGONISTA DEL VEGFR2

Per determinare se I’azione di AM necessita della presenza del segnale da VEGF, i saggi di angiogenesi in
vitro e di proliferazione cellulare sono stati eseguiti su HSVEC in cui VEGF é stato soppresso attraverso il
silenziamento genico (I’inibizione del VEGF risulta essere maggiore del 60%). L’azione pro-angiogenica di
AM non viene significatamente ridotta dal silenziamento del VEGF (Fig. 6A). Il risultato viene confermato
dagli esperimenti effettuati in presenza dell’inibitore V1, il quale agisce come antagonista del VEGFR2,
bloccando le interazioni del VEGF con il suo recettore. | risultati illustrati in Fig. 6B mostrano che I’inibitore
non riesce a bloccare la formazione di tubuli e la proliferazione cellulare indotti da AM.

45. L’EFFETTO DI AM PUO ESSERE INIBITO BLOCCANDO L’ATTIVITA TIROSIN
CHINASICA DEL VEGFR2

In Fig. 6C sono illustrati i risultati dei saggi di angiogenesi e di proliferazione in vitro effettuati in presenza
di SU5416, che inibisce selettivamente I’attivita tirosin chinasica del VEGFR2. Come mostrato, in queste
condizioni I’effetto di AM risulta soppresso e nessuna differenza significativa é stata osservata tra HSVEC
trattate con AM e i campioni di controllo non stimolati, sia nel test di proliferazione cellulare che nel test su
matrigel. Viceversa, le azioni morfogenetiche e proliferative dell’FGF-2 non venivano alterate. Come
riportato in Fig.5, tali risultati non erano associati a variazioni dell’espressione proteica di VEGFR2 in
seguito a trattamento con SU5416.
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Fig. 5: A) Espressione proteica mediante western blot di VEGFR2 e del gene housekeeping GAPDH su cellule HSVEC trattate con AM 10°M o con
SU5416 0,4 um. B) Le bande sono state quantificate mediante densionetria e i dati sono espressi come rapporto tra VEGF-2 e GAPDH. Non vi &
alcun cambiamento nell’espressione di VEGFR2 in seguito ai trattamenti con AM e SU5416.
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Fig. 6: Effetto di AM 10 M sulla proliferazione (parte a sinistra) e sull’auto-organizzazione (parte destra) di HSVEC seguendo differenti protocolli
di inibizione del segnale del VEGF. A) Nelle HSVEC in cui I’espressione del VEGF & sottoregolata mediante silenziamento genico si pud osservare
un significativo effetto proliferativo e morfogenico di AM su colture di HSVEC. B) Stimolando con AM non & evidente alcun cambiamento nella
proliferazione cellulere e nel Matrigel in presenza dell’inibitore del VEGFR-2 V1, il quale agisce come un antagonista del VEGFR-2, bloccando le
interazioni del VEGF con il suo recettore. Viceversa, in queste condizioni sperimentali I’effetto del VEGF risulta inibito come previsto. C) In
presenza dell’inibitore del VEGFR-2 SU5416, il quale blocca I’attivita tirosin chinasica del VEGFR-2, non solo viene bloccato I’effetto del VEGF,
ma anche I’azione di AM sulla proliferazione e I’auto-organizzazione. Come mostrato, FGF-2 in tutte queste condizioni sperimentali rimane attivo. *p
< 0.05 vs. il gruppo di controllo.

43



4.6. FOSFORILAZIONE DEL RECETTORE VEGFR2 IN SEGUITO A STIMOLAZIONE
CON AM

In seguito alla stimolazione delle HSVEC con AM (10®M) per due minuti & stata osservata effettuando
immunocitochimica, immunofluorescenza e western blotting, la fosforilazione del recettore del VEGFR2 ed
in particolare la fosforilazione di due tirosine, Tyr 951 e Tyr 1175. In Fig. 7 sono illustrate i risultati
dell’immunofluorescenza e del western blotting effettuati in presenza di VEGF (50 pg/ml) e di AM (10°M).
Ne risulta che AM ¢ in grado, come fa il VEGF, di fosforilare il VEGFR2.
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Fig. 7: Immunocitochimica A: Ctrl e Cn Tyr 951; B: VEGF (50 ug/ml per 2 minuti) Tyr 951; C: AM (10 M per 2 minuti) Tyr 951; D: Ctrl e Cn Tyr
1175; E: VEGF (50 pg/ml per 2 minuti) Tyr 1175; F: AM (10M per 2 minuti) Tyr 1175; Immunofluorescenza G: Ctrl e Cn Tyr 1175; H: VEGF (50

pg/ml per 2 minuti) Tyr 1175; 1: AM (10°®M per 2 minuti) Tyr 1175; L: Western blotting per Phosphotirosine, 1:Ctrl; 2: VEGF (50 pug/ml per 2
minuti); 3: AM (10°M per 2 minuti).
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4.7. STIMOLAZIONE DEI COMPLESSI RECETTORIALI CRLR/RAMP CON UN DIVERSO
AGONISTA: EFFETTI INDOTTI DA IMD

IMD e AM sono entrambi peptidi appartenenti alla famiglia del calcitonin gene-related peptide (CGRP), che
agiscono mediante i recettori derivati dalla dimerizzazione di calcitonin receptor-like receptor (CRLR) con
receptor modifying proteins (RAMP). Anche per I’intermedina (IMD) sono stati effettuati svariati saggi di
angiogenesi in vitro. In fig. 8A € riportata la dose-risposta a IMD osservata nel test su matrigel, in cui si puo
vedere che I’effetto massimo di IMD si ha ad una concentrazione di 10°M. Come illustrato in Fig.8B
I’effetto pro-angiogenico di 10°M IMD non & piu osservabile su cellule sottoposte a silenziamento del
recettore CRLR. In fig. 9 si puo invece osservare che IMD (alla concentrazione di 10°M per 2 minuti) , cosi
come AM e VEGF, é in grado di fosforilare il recettore VEGFR-2 del VEGF. Cio suggerisce che entrambi i
peptidi siano in grado di indurre un effetto pro-angiogenico in cellule endoteliali umane, sfruttando I’attivita
tirosin chinasica del VEGFR-2.
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Fig. 8: Analisi morfometrica dell’effetto di IMD, B-FGF su strutture formate da HSVEC su Matrigel. A) Dose-risposta di IMD su HSVEC; si pud
osservare un significativo incremento complessivo dei parametri dalla dose di 10® M. B) Quando I’espressione di CRLR nelle cellule viene
soppressa, Ieffetto di IMD 10° M non permette la formazione di strutture capillaro-simili. C) In presenza dell’inibitore del VEGFR-2 SU5416, il
quale blocca I’attivita tirosin chinasica del VEGFR-2, si ottiene anche una inibizione dell’azione di IMD sulla proliferazione e I’auto-organizzazione.
Come mostrato, FGF-2 in tutte queste condizioni sperimentali rimane attivo. *p < 0.05 vs. il gruppo di controllo.
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Fig. 9: Rappresentazione della capacita di VEGF 50ug/ml, AM 10®M, IMD 10°M di fosforilare il recettore del VEGF, VEGFR2 stimolando le
HSVEC per 2 minuti.

45



46



S DISCUSSIONE

L angiogenesi, ovvero il processo che induce la formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da vascolatura
gia esistente, € regolata da numerosi fattori. Recentemente (Ribatti et al., Pharmacol Rev 2007) questi sono
stati suddivisi in due grandi categorie: la prima comprende i cosiddetti “fattori classici” (quali VEGF, FGF-2,
TGF, le angiopoietine, PDGF, trombospondina-1 e angiostatina), dei quali € nota da tempo la primaria
funzione di regolazione del processo angiogenico, mentre la seconda include i cosiddetti “fattori non
classici” dell’angiogenesi (come angiotensina, endotelina, eritropoietina, VIP, adrenomedullina e
intermedina). | fattori non classici dell’angiogenesi sono dei peptidi endogeni che, tra le altre funzioni, si
sono dimostrati svolgere un ruolo di modulazione del processo angiogenico sia in condizioni fisiologiche sia
in condizioni patologiche. In questo senso, un notevole numero di evidenze sono state ottenute in questi
ultimi anni relativamente al peptide adrenomedullina (Ribatti et al., Peptides 2005; Ribatti et al., Pharmacol
Rev 2007; Nikitenko et al., Trends Phrmacol Sci 2002; Nikitenko et al., Br J Cancer 2006; Nagaya et al., Am
J Physiol 2005). Questo peptide, infatti, gioca un importante ruolo durante lo sviluppo del sistema vascolare,
come dimostrato da Shindo et al. (Shindo et al., Circulation 2001) dal cui studio, effettuato su topi privati del
gene che codifica AM, & emerso che i topi omozigoti (AM-/-) morivano in utero al quattordicesimo giorno
di gestazione per gravi anormalita vascolari a carico della placenta.. Alti livelli di AM sono stati rilevati
anche in associazione con processi di angiogenesi patologica come I’angiogenesi tumorale. Vari tessuti
neoplastici  (carcinoma polmonare, atrocitoma, glioblastoma, feocromocitoma, aldosteronoma,
adenocarcinoma) esprimono infatti significative quantita di AM (Belloni et al., Histol Histopathol 2001) e
sono allo stesso tempo caratterizzati da un’intensa vascolarizzazione. (Oheler et al., Br J Cancer 2003).
L’utilizzo di modelli sperimentali in vivo (come la membrana corioallantoidea di pollo) ha ulteriormente
confermato la capacita di AM di favorire I’angiogenesi e studi in vitro mirati all’analisi dei meccanismi
attraverso cui AM esercita la sua azione pro-angiogenica hanno ben documentato come essa agisca a livello
delle cellule endoteliali, stimolando risposte cellulari importanti al fine del processo angiogenico. Studi in
vitro su cellule vascolari endoteliali specializzate, come le HUVEC o in linee microvascolari di cellule
endoteliali immortalizzate hanno dimostrato la capacita di AM di stimolare la migrazione delle cellule
(Schwarz et al., J Endocrinol 2006) e anche il loro differenziarsi e autorganizzarsi a formare strutture
capillaro-simili (Albertin et al., Int J Mol Med 2006, Fernandez-Sauze et al., Int J Cancer 2004, Ribatti et al.,
Oncogene 2003). Tale effetto é risultato specifico e mediato principalmente dal legame di AM con il suo
recettore AM1.

| dati ottenuti nel presente studio, confermano e ampliano queste evidenze. Si ¢ infatti osservato come il
trattamento per 18h con AM (10°M) induca un fenotipo pro-angiogenico in cellule endoteliali isolate
direttamente da vasi adulti umani normali di origine sia arteriosa che venosa. In particolare, il trattamento
con AM é stato in grado di stimolare in tali cellule due processi rilevanti al fine dell’angiogenesi:

I’incremento della proliferazione cellulare (evento precoce nel processo angiogenico) e la differenziazione e
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I’auto organizzazione delle cellule in strutture capillaro-simili (evento piu tardivo nel corso
dell’angiogenesi). L attivita di AM é risultata inoltre specificatamente innescata dal legame di AM con il suo
recettore AML1, in quanto inibendo I’espressione di RAMP2 (e di conseguenza del recettore AM1) mediante
transfezione con short interfering RNA I’attivita di AM viene meno. L’effetto di AM risulta essere massimo
alla concentrazione di 10°®M, un valore maggiore rispetto al livello di AM dovuto alla secrezione basale delle
cellule, come dimostrato da dati di radioimmunoassay (RI1A) (Michibata et al., Kidney Int 1998; Pearson et
al., J Endocrinol 2006). Va osservato, tuttavia, che specifiche condizioni patologiche, come ad esempio
I’ipossia, stimolano la sintesi e la secrezione di AM, comportando un forte incremento della concentrazione
del peptide nel microambiente cellulare (Garayoa et al., Mol Endocrinol 2000; Nakayama et al., Peptides
1999; Nakayama et al., Biochem Biophys Res Commun. 1998).

Come indicato da vari studi (Ribatti et al., Leukemia 2007; Sporn et al., Nature 1988) la natura delle risposte
indotte da un determinato fattore angiogenico e contestuale, ovvero dipende dalla presenza o dall’assenza di
altre molecole regolatorie nell’ambiente delle cellule. In questo senso, va osservato che nei modelli in vitro
usati nel presente studio AM agisce sinergicamente con VEGF, il quale risulta ben espresso con i suoi
recettori dalle cellule endoteliali in coltura. E’ noto che il VEGF & anche attivamente secreto dalle cellule in
coltura (Fernandez-Sauze et al., Int J Cancer 2004) e sembra essere il principale fattore chemotattico che
comporta I’elongazione delle EC, I’auto-organizzazione e la formazione di reti strutture capillaro-simile in
vitro (Guidolin et al., Leukemia 2007; Helmlinger et al., Nature 2000; Merks et al., Dev Biol 2006; Guidolin
et al., Dev.Dyn., 2009). I risultati ottenuti nel presente studio indicano che AM non agisce attraverso la
sovra-regolazione del VEGF e/o dei suoi recettori, dato che nessun cambiamento nell’espressione di questi
marker € stata osservata in seguito alla somministrazione di AM (né attraverso RT-PCR, né mediante
immunoistochimica o WB). Ad ulteriore conferma di questi dati & stato studiato I’effetto della
somministrazione di AM in due differenti condizioni sperimentali: i) nelle cellule in cui la produzione di
VEGF é inibita mediante silenziamento genico e ii) in presenza dell’antagonista specifico V1 del VEGFR2
che blocca I’interazione del VEGF con il suo recettore. In entrambi i casi non € stata osservata nessuna
significativa riduzione dell’effetto indotto da AM sulla proliferazione cellulare e sulla formazione di tubuli
capillaro-simili. Questi risultati sono in accordo con i quelli ottenuti da Fernandez-Sauze (Fernandez-Sauze
et al., Int J Cancer 2004), in cui si mostra che il trattamento di AM non altera la secrezione del VEGF e che
bloccando il VEGF mediante anticorpi anti-VEGF non viene inibita la formazione in vitro da parte di
HUVEC di tubuli capillaro-simili dopo trattamento con AM.

Il risultato piu importante dello studio qui presentato, tuttavia, € I’osservazione che I’azione pro-angiogenica
di AM puo essere soppressa dall’inibizione selettiva del VEGFR-2 a livello del dominio tirosin chinasico
intra-cellulare e che la somministrazione di AM € in grado di indurre una rapida fosforilazione del recettore-
2 di VEGF, in particolare a livello delle tirosine Y1175 e Y951. Questi risultati suggeriscono una visione
alternativa dell’interazione tra AM e VEGF, secondo la quale il legame di AM col suo recettore AM1 ¢ in
grado di indurre una transattivazione di VEGFR-2 con conseguente avvio della cascata di eventi molecolari
sottostanti ad una risposta pro-angiogenica. Il fenomeno per cui recettori accoppiati a proteine G utilizzano

48



recettori tirosinchinasici quali intermediari per indurre a livello cellulare risposte di tipo trofico (quali
proliferazione e differenziamento) e noto da tempo (Luttrell et al., Science 1999; Lowes et al., Neurosignals
2002) e negli ultimi dieci anni sono stati riportati molti esempi di transattivazione di recettori per fattori di
crescita in risposta a segnali da GPCR. Tali esempi comprendono i recettori del platelet-derived growth
factor (PDFG) (Linseman et al., J Biol Chem 1995), epidermal growth factor (EGF) (Daub et al., Nature
1996) e insulin-like growth factor-1 (ILGF-1) (Rao et al., J Biol Chem 1995). I meccanismi molecolari
attraverso cui si realizza tale interazione sembrano essere, tuttavia, vari, complessi e non del tutto chiariti.
Essi, infatti, dipendono significativamente dal tipo di recettori coinvolti oltre che dal tipo cellulare che si
considera. 1l coinvolgimento e I’attivazione di chinasi Src e un tema ricorrente nell’interazione tra GPCR e
RTK, come illustrato da Lev et al. (1995) in cellule neuronali, da Daub et al. (1997) e da Gao et al. (2001) in
studi sulla transattivazione del recettore per EGF. Sono stati proposti anche altri meccanismi di
transattivazione di RTK da parte di GPCR. Prenzel et al. (1999) hanno ad esempio suggerito che la
transattivazione di EGFR indotta da vari recettori accoppiati a proteina G (come quelli muscarinici o per
I’endotelina) possa coinvolgere I’attivazione di una metalloproteasi ed Eguchi et al. (2001) hanno fornito
evidenze dell’importanza di questa via per la transattivazione di EGFR da parte del recettore per
angiotensina-11. Al momento, tuttavia, non risultano delineati né i meccanismi attraverso cui venga indotta
I’espressione di tale metalloproteasi, né la sua identita. Un ulteriore modello di transattivazione & stato
suggerito da Luttrell et al. (1999) in uno studio sui recettori adrenergici B2. In tale modello il legame del
GPCR con B-arrestina, che interrompe I’accoppiamento alla proteina G, darebbe il via ad una seconda via di
trasduzione (basata su complessi contenenti Src attivata) che porterebbe all’attivazione di RTK.

Al di la dei dettagli molecolari attraverso cui si esplica la transattivazione di RTK da parte di GPCR, i
risultati ottenuti nel presente studio sembrano comunque indicare che tale paradigma potrebbe essere
applicato anche ad AM1 e VEGFR-2. Infatti la stimolazione di AM1 (un GPCR) con due diversi agonisti
(AM e IMD) é risultata in entrambi i casi in grado di attivare la via di segnalazione pilotata dal VEGFR-2,
non inducendo la produzione e il rilascio secondari di VEGF, bensi gia all’inizio della propagazione del
segnale (Fuxe et al., Brain Res Rev 2007; Lowes et al., Neurosignals 2002; Luttrel et al., Curr opin Cell Biol
1999; Marinissen et al., Trends Pharmacol Sci 2001) mediante una rapida fosforilazione del recettore tirosin
chinasico stesso. Tali risultati trovano ulteriore conferma in dati gia pubblicati, i quali dimostrano che
I’attivita angiogenica di AM ¢ associata, nelle cellule endoteliali, all’attivazione della cascata della mitogen-
activated protein kinase (MAPK) (Kim et al., FASEB J 2003; Schwarz et al., J Endocrinol 2006) e della Akt
(Kim et al., FASEB J 2003; Miyashita et al., FEBS Lett 2003). Infatti, € stato riportato che entrambi questi
eventi possono essere innescati dalla fosforilazione di specifici siti nel dominio tirosin chinasico del
VEGFR-2. (Olsson et al., Nat Rev 2006)

Una volta transattivato il VEGFR-2 fornirebbe quindi lo scaffold strutturale per I’assemblaggio di complessi
di segnalazione del tutto analoghi a quelli che si formano quando il recettore tirosin chinasico incontra il
VEGF, suo ligando endogeno (Fig. 1.) con conseguente stimolazione di risposte cellulari di tipo pro-
angiogenico.

49



vy ke

s |
KDR U
h Effettori &b

RAMP2 CRLR Proteina G E
= ¢|®
AM1 l
Risposte cellulari
di tipo
angiogenico

Fig. 1: Transattivazione del recettore del VEGFR2/KDR in risposta all’azione di AM.

| risultati ottenuti, infine, rivestono una potenziale rilevanza anche da un punto di vista clinico e terapeutico.
Essi indicano, infatti, che ci potrebbero essere modi alternativi di attivare processi angiogenici anche in
assenza del principale regolatore endogeno degli stessi, ovvero di VEGF, suggerendo I’inibizione dei suoi
recettori (in particolere VEGFR-2) quale strategia previlegiata di future terapie anti-angiogeniche.
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