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INTRODUZIONE



1.1 La barriera emato-encefalica

La barriera emato-encefalica (BBB) rappresenta una struttura dinamica e
selettiva, costituita da microcapillari altamente specializzati che svolgono
I’importante funzione di isolare il tessuto nervoso dal circolo ematico proteggendolo
da eventuali danni. Cido consente di mantenere costante [’omeostasi del
microambiente cerebrale che ¢ fondamentale per I’attivita e la funzionalita neuronale.
I tipi cellulari che si organizzano a comporre questa complessa rete di microcapillari
sono rappresentati da cellule endoteliali, periciti, macrofagi perivascolari, oltre che
dalla lamina basale.

La tipica funzione di “barriera” dei microcapillari cerebrali ¢ dovuta
principalmente alla peculiare struttura delle cellule endoteliali che si organizzano
disponendosi in maniera tale da circondarne il lume [1]. A ridosso delle cellule
endoteliali, e circondati con esse dalla membrana basale, si trovano i periciti [2] (Fig.
1), cellule polimorfiche e ramificate, particolarmente abbondanti nei microcapillari
cerebrali e di retina. Grazie ai loro prolungamenti, i periciti creano rapporti con la
membrana basale e con I’endotelio. La funzione di queste cellule all’interno della
BBB non ¢ ancora del tutto nota, sebbene, grazie alla loro capacita contrattile,
sembra che mantengano l’integrita strutturale dei microcapillari e ne regolino il
calibro e il tono vascolare [3-5].

Una delle piu importanti caratteristiche della barriera emato-encefalica ¢ la
presenza di tight junctions, che limitano fortemente il passaggio aspecifico attraverso
I’endotelio; pertanto, il trasposto di sostanze e di nutrienti avviene tramite carrier €
canali specifici che consentono di controllare il flusso di metaboliti [6,7]. Queste
proprieta consentono alla BBB di regolare il passaggio di soluti come elettroliti,
vitamine, minerali, precursori di neurotrasmettitori € proteine regolatrici in entrambe
le direzioni. Questa struttura, inoltre, limita il passaggio soltanto a poche cellule
mononucleari, come 1 linfociti-T attivati. Si ritiene, infatti, che la BBB sia
immunologicamente avvantaggiata poiché sotto costante sorveglianza dei leucociti
[8].

E’ stato osservato che i periciti sono associati alle cellule endoteliali mediante
diversi tipi di giunzioni, in particolare gap junctions e, comunicando

metabolicamente, influenzano il loro reciproco grado di proliferazione e



differenziamento [9]. Questi due tipi cellulari, dunque, svolgono un ruolo centrale

nella fisiologia dei microcapillari.

Foot astrocyte

 Fencyte

Endothelial cell

Fig. 1 Schema della sezione trasversale di un microcapillare cerebrale della BBB.
Le cellule endoteliali che formano il lume del vaso, sono circondate dalla
membrana basale ed associate ad astrociti e periciti.

Le cellule endoteliali contribuiscono, con il loro metabolismo fosfolipidico, al
mantenimento dell’integrita vascolare e al controllo di aspetti fisiologici importanti,
come la coagulazione e la pressione sanguigna. Molte di queste funzioni, infatti,
dipendono dal rilascio di una serie di mediatori lipidici da esse prodotti come, ad
esempio, gli eicosanoidi, il cui precursore ¢ I’acido arachidonico [10,11]. Essi
comprendono le prostacicline, le prostaglandine, i leucotrieni, e infine i trombossani,
che svolgono complessivamente una serie di ruoli fisiologici importanti: le
prostaglandine sono coinvolte nel mantenimento della normale omeostasi e del tono
vascolare, mentre le prostacicline sono potenti vasodilatatori, oltre che inibitori
dell’aggregazione piastrinica. Nei periciti, molti degli aspetti del metabolismo
fosfolipidico devono essere chiariti, ma sembra accertato che esso svolga ruoli
importanti nella cooperazione con 1’endotelio, alla base della fisiologia dei

microcapillari.



Le cellule endoteliali subiscono I’influenza oltre che dei periciti, probabilmente
di altri tipi cellulari, quali gli astrociti, i macrofagi perivascolari e della lamina basale

(Fig. 2); essi si pensa conferiscano le specifiche caratteristiche di barriera [12].
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Fig. 2 Le cellule endoteliali di barriera interagiscono con le cellule gliali e
neuronali per formare tre distinte strutture anatomiche e funzionali, essenziali per
I’omeostasi del cervello.

1.1.1 Cellule endoteliali

Si tratta di cellule biologicamente dinamiche e attive, capaci di regolare e
restringere il passaggio di sostanze tra sangue e sistema nervoso centrale (CNS).
L’endotelio svolge I’importante funzione di modulare 1’apporto di nutrienti e il
passaggio di soluti, ormoni € macromolecole; esso ¢ responsabile della produzione di
molecole che regolano la contrazione di cellule muscolari lisce oppure periciti. Le
cellule endoteliali restringono il passaggio di sostanze attraverso il CNS e ne
controllano quindi il microambiente. Per svolgere tale funzione, infatti, queste cellule
presentano delle differenze morfologiche e funzionali rispetto alle cellule endoteliali
di organi periferici.

Le cellule endoteliali dei vasi sanguigni dei vari organi mostrano caratteristiche
differenti, che vengono regolate da specifici segnali locali. L’endotelio dei
microcapillari cerebrali, che costituiscono la base anatomica della BBB, mostra

caratteristiche proprie sia dell’endotelio che dell’epitelio [13].



Le cellule endoteliali sono unite insieme da complessi sistemi specializzati
comprendenti: gap junctions, desmosomi, adherens junctions e tight junctions [14-
18]. Ciascuna giunzione ¢ costituita da un complesso di proteine transmembrana
specifico per ogni tipo. Nelle cellule epiteliali le giunzioni aderenti e le giunzioni
strette sono ben separate tra di loro; nelle cellule endoteliali invece esse sono
interconnesse ed interposte nello spazio paracellulare [19]. L’integrita delle tight
junctions dipende dalle giunzioni aderenti [20], ed il numero di giunzioni strette ¢
inversamente proporzionale alla permeabilita delle giunzioni stesse [21]. La funzione
importante di queste giunzioni cosi serrate ¢ quello di limitare e controllare il
trasporto di composti idrofilici attraverso le pareti dei vasi sanguigni. La resistenza
attraverso le cellule endoteliali dei microcapillari pud essere di 1000-2000 Q per cm?,
comparato con i 10 Q nelle cellule endoteliali periferiche [22].

Per quanto riguarda il trasporto transcellulare aspecifico esso ¢ fortemente
limitato dalla continuita dell’endotelio capillare e dalla quasi assenza di vescicole
pinocitotiche nelle normali condizioni, se comparata alle cellule endoteliali
periferiche o dei plessi coroidei [23-26]. Le molecole possono diffondere attraverso
la membrana plasmatica delle cellule endoteliali, equilibrarsi e distribuirsi tra sangue
e tessuto cerebrale. La libera diffusione dipende dalle proprieta fisico-chimiche dei
composti, dalla liposolubilita, dal peso molecolare, dalla struttura terziaria, dalla
carica elettrica [27,28]. Generalmente, molecole idrosolubili non usano questa
pahtway, sebbene alcune sostanze, come morfine e alcuni peptidi, possono
attraversare la BBB ad un certo grado mediante tale via [26,29-33]. Tali sostanze
attraversano il CNS mediante specifici sistemi di trasporto coinvolti nei trasferimenti
di molecole essenziali attraverso la barriera cellulare [12,34]. Sono stati identificati
sistemi carrier per aminoacidi, vitamine (come tiamina, acido ascorbico, biotina),
acidi grassi liberi (arachidonato, palmitato), esosi (glucosio, fruttosio), minerali,
zinco, magnesio, acidi nucleici/basi puriniche, acidi monocarbossilici [34-37]. Per
esempio, GLUT-1 un trasportatore specifico del D-glucosio, ¢ espresso in maniera
specifica nelle cellule endoteliali della BBB, oltre che negli eritrociti [38]. Altri
composti come colina, proteine, polipeptidi e fattori di crescita sono in grado di
attraversare la barriera grazie al riconoscimento da parte di uno specifico recettore
seguito da internalizzazione del complesso mediante endocitosi [38]. Anche i
meccanismi di efflusso sono importanti per la stabilita ed il mantenimento del

microambiente del CNS [26-33]. Questi meccanismi regolano 1 livelli di nutrienti e



minerali e detossificano il CNS, aumentando I’impermeabilita della BBB contro le
tossine circolanti.

Alcune attivita enzimatiche peculiari delle cellule endoteliali sono responsabili
della degradazione di composti entrati nel sangue e di prodotti di rifiuto nel fluido
cerebro-spinale (CSF) [39,40]. Le monoamino ossidasi A e B, la catecol-O-metil
transferasi, oppure la pseudocolinesterasi, sono enzimi coinvolti nella degradazione
di neurotrasmettitori presenti nel CNS. Tra le barriere enzimatiche vanno ricordate
inoltre le fosfatasi alcalina (PAlk) e la y-GT, due tra i piu importanti marker della
BBB presenti sul lato luminale [41]. La presenza di PAlk ¢ responsabile di processi
di defosforilazione, transfosforilazione e trasporto di ioni fosfato [42-44]. La y-GT ¢
responsabile della degradazione del glutatione e cisteinilglicina [45,46]; partecipa,
inoltre, al trasporto di aminoacidi attraverso la BBB [47-49] e al metabolismo dei
peptidoleucotrieni [50].

Le cellule endoteliali possono esprimere ’antigene II MHC come le cellule
endoteliali periferiche, sebbene esse non siano in grado di stimolare la proliferazione
dei linfociti-T [51]. Inoltre la carica dei letti vascolari del CNS differisce da quella
dei siti periferici; si incontra, infatti, una carica negativa piu alta sulle cellule
endoteliali, che perd non ha effetto sull’adesione dei leucociti [52]. La carica
anionica ¢ piu stabile sulle cellule endoteliali cerebrali che sulle cellule endoteliali
periferiche, e non si altera in seguito all’attivazione di tali cellule da parte delle
citochine, sebbene sia stata osservata una ridistribuzione dell’endotelio aortico [52].

Un’altra importante differenza consiste nella loro capacita di catturare 1
leucociti circolanti, nonostante esse siano meno adesive rispetto agli altri letti
vascolari [53,54]. Le cellule endoteliali, infatti, esprimono livelli piu bassi delle
molecole di adesione, come per esempio ICAM-1, ICAM-2 (intercellular cell
adhesion molecole) e VACM (vascular adhesion molecole) [52]. ICAM-1 partecipa
specificamente al traffico di leucociti. Esperimenti con topi knockout per tale
proteina hanno messo in evidenza la sua importanza nella migrazione dei linfociti nel
CNS [55]. ICAM-2 ¢ espressa costitutivamente sulle cellule endoteliali e pud essere
importante per la circolazione in normali tessuti non infiammati [56]. Le VCAM
sono coinvolte nel legame alle integrine. Nel sistema nervoso in condizioni basali i
livelli di espressione di ICAM e VCAM sono molto bassi in vitro [57] e in vivo [58].

Generalmente la loro espressione sulle cellule endoteliali (ECs) ¢ aumentata in



condizioni di infiammazione mediante citochine come IL-1 (Interleukin-1), TNF-a

(Tumor necrosis factor), IFN-y (Interferon-y) e lipopolisaccaride (LPS) [59-61].

1.1.2 Periciti

I periciti sono un unico gruppo di cellule polimorfiche ramificate di origine
mesenchimale, intimamente associate alle cellule endoteliali, presenti in molti tessuti
(Fig. 1). Queste cellule proiettano i loro prolungamenti nella membrana basale e
rivestono una vasta parte della circonferenza microvascolare. La loro distribuzione e
struttura possono variare molto da tessuto a tessuto e a seconda del diametro dei
capillari. Essi possono differire tra loro per il pattern di crescita, nell’organizzazione
morfologica e nel turnover metabolico. In generale, sono pit numerosi nei capillari
cerebrali rispetto ai capillari retinici [62,63].

I periciti svolgono un ruolo regolatorio nell’angiogenesi del cervello [3], nella
formazione di tight junctions tra le cellule endoteliali e contribuiscono al controllo
della capacita vasodinamica dei microvasi ed alla loro stabilita strutturale.
Esperimenti in vitro hanno mostrato che le cellule endoteliali ed i periciti
comunicano metabolicamente ed insieme cooperano alla formazione della membrana
basale [3,4]. E’ stato recentemente osservato che i periciti cerebrali sono in grado di
indurre e stimolare le funzioni della BBB in cellule endoteliali cerebrali in coltura
[64 -66]. Nonostante la loro stretta relazione con le cellule endoteliali e il loro ruolo
fondamentale nella stabilizzazione della struttura dei microcapillari cerebrali in vivo
[67], pochi dati sono disponibili sulla rilevanza funzionale dei periciti per le proprieta
della BBB. Probabilmente periciti e cellule endoteliali agiscono insieme modulando
il calibro ed il tono vascolare. Un’importante caratteristica, che conferma tale ipotesi
strutturale, ¢ la presenza in essi di entrambe le isoforme (muscolare e non) di actina e
miosina [68-70]. 1 periciti possono produrre e secernere diversi agenti
immunomodulatori che possono regolare la risposta immunitaria nel Sistema
Nervoso Centrale (CNS) [71-72]. I due tipi cellulari sono associati tra di loro tramite
diversi tipi di giunzione, in particolare gap junctions [73,74] e sono in grado di
influenzare il loro reciproco grado di proliferazione e differenziamento. A tal
proposito ¢ noto I’effetto inibente esercitato dai periciti sulla crescita delle cellule
endoteliali tramite la produzione di TGF-§ [75,76]. Non sorprende, dunque, che essi

siano implicati nello sviluppo di varie patologie cardiovascolari [77,78], come
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I’ipertensione [79] e, insieme alle cellule endoteliali, nello sviluppo di malattie come
la sclerosi multipla, D’invecchiamento, la microangiopatia diabetica, la
vascolarizzazione tumorale, le malattie autoimmuni, le infezioni e la malattia di
Alzheimer, tutte condizioni degenerative associate ad un’aumentata permeabilita
delle barriere ematiche.

Vari studi sostengono il ruolo regolatorio dei peiciti sul flusso ematico dovuto
alla loro capacita contrattile. Essi sembrano svolgere un ruolo analogo alle cellule
muscolari lisce nei capillari, aiutando o eseguendo la vasocostrizione. E’ stato anche
osservato che i periciti sono cellule pluripotenti in quanto capaci di differenziarsi in
adipociti [80], osteoblasti [81], macrofagi e fibroblasti [5,82]. In particolare i periciti
dei microcapillari cerebrali possono essere considerati dei macrofagi cerebrali, in
quanto ¢ stato piu volte suggerito che essi sono simili alle cellule della microglia [83-
86]. I periciti hanno anche la capacita di fagocitare composti che hanno attraversato

la barriera endoteliale [87] e cosi limitare il trasporto nel parenchima del CNS.

1.2 Fosfolipidi nei microcapillari cerebrali

1.2.1 Composizione lipidica delle cellule endoteliali

Le cellule endoteliali dei microcapillari contribuiscono, con il loro metabolismo
fosfolipidico, al mantenimento dell’integrita vascolare. Sin dal 1970, anno in cui
cominciarono i primi studi sulle cellule endoteliali di aorta bovina [88], le attivita
enzimatiche che degradano i1 fosfolipidi sono state descritte in maniera dettagliata, ed
¢ oggi molto grande il numero di lavori scientifici sulle fosfolipasi e sugli agonisti

coinvolti nei processi inflammatori e nell’aterosclerosi.

1.2.2 Fosfolipasi A;

Le fosfolipasi A, (PLA;), rappresentano una grande famiglia di enzimi che
liberano un’ampia varieta di prodotti lipidici 1 quali possiedono attivita in numerose
vie di traduzione del segnale. Nei mammiferi sono stati identificati 19 enzimi che

possiedono attivita PLA, [11,89 90].
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La famiglia di PLA; comprende tre enzimi, tra i quali la PLA; citosolica gioca
un ruolo importante nel metabolismo dell’acido arachidonico.

La famiglia delle PLA, Ca" -indipendente (iPLA,, 80 kDa, tipo VI) comprende
sia enzimi citosolici sia associati alle membrane, dove potrebbero svolgere un
importante ruolo nel rimodellamento fosfolipidico. La iPLA; ¢ fortemente inibita dal
bromoenol lattone (BEL).

Le fosfolipasi A, secretorie (sPLA; tipo II) hanno basso peso molecolare (13-
15 kDa), richiedono concentrazioni millimolari di Ca"" e non sono specifiche per
fosfolipidi contenenti acido arachidonico. Il loro preciso sito di azione (fosfolipidi
della membrana plasmatica) e la loro potenziale attivita sulle cellule vicine (periciti e
astrociti perivasali) sono oggetto di studio.

Sebbene tutte queste forme di PLA, catalizzino la stessa reazione, esse
differiscono notevolmente tra loro nella struttura primaria, secondaria e terziaria, nel
meccanismo catalitico e negli eventi che regolano la loro espressione e attivitd. Da
queste osservazioni si puo ipotizzare che ci siano specifiche funzioni associate a
ciascuna forma di PLA,.

Diversi tipi di cellule endoteliali esprimono la PLA; citosolica come mostrato
da analisi con RT-PCR [91], da Western blotting e da studi di trasfezione con
oligonucleotiti antisenso. L’enzima potrebbe essere fosforilato a livello della serina
505 da parte di p42-p44 MAP kinasi (ERK-2 e ERK-1) e di conseguenza traslocare
dal citosol alle membrane, in presenza di concentrazioni submicromolari di Ca™
[92,93]. In molti tipi cellulari 1’idrolisi della fosfatidilcolina (PtdCho) da parte delle
PLA,, dopo specifici stimoli fisiologici, ¢ responsabile del rilascio della maggior
parte di acido arachidonico. Il rilascio di acidi grassi dalla posizione sn-2 della
PtdCho potrebbe essere un importante meccanismo di alterazione della composizione
delle catene aciliche dei fosfolipidi per la successiva liberazione di acido
arachidonico, indispensabile per la sintesi degli eicosanoidi in tutte le cellule dei

mammiferi.

1.2.3 Fosfolipasi A; citosolica

La fosfolipasi A, citosolica (cPLA;) ¢ un enzima calcio dipendente che

catalizza I’idrolisi del legame estere in posizione sn-2 dei fosfolipidi, con particolare
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preferenza per quelli contenenti acido arachidonico [94,95], e rappresenta quindi un
enzima chiave nella produzione di eicosanoidi mediata da recettori.

Tra le diverse isoforme delle PLA, trovate nei tessuti di mammifero, la PLA,
del gruppo IV di 85 kDa gioca un ruolo chiave nel release indotto da agonisti di
acido arachidonico [96,97]. Questo ruolo importante ¢ stato confermato da
esperimenti condotti su topi knockout per tale proteina ed ¢ confermato dalla sua
distribuzione ubiquitaria nei tessuti di mammifero [98,99]. L’acido arachidonico ¢
presente in specie fosfolipidiche costituenti le membrane di una vasta gamma di tipi
cellulari tra cui le cellule endoteliali [88]. L’arachidonato prodotto dalle cellule, una
volta rilasciato, puo divenire precursore di un elevato numero di molecole dette
“eicosanoidi”, un gruppo di derivati degli acidi grassi insaturi a lunga catena che
funzionano come regolatori metabolici rivestiti di un ruolo cruciale nei processi
fisiologici e patologici del CNS. Studi precedenti hanno mostrato che la cPLA; ¢
presente nel citosol di cellule quiescenti e trasloca a livello delle membrane cellulari
in seguito a stimolazione da parte di una varieta di agonisti [100-103]. La
traslocazione dell’enzima ¢ un processo mediato dal suo dominio di legame lipidico
calcio-dipendente (CaLB) o dominio C2, che promuove il legame dei fosfolipidi in
seguito ad alte [Ca®"] intracellulari [104] (Fig. 3).

La cPLA; ¢ soggetta ad una complessa regolazione sia a livello trascrizionale
che post-trascrizionale [105] e regolata da differenti fattori come la [Ca'']
[96,97,106]. 11 Ca™" si lega ad un dominio aminoterminale C2 [107]e guida il legame
alla membrana [104,108-111].
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Fig. 3 Struttura 3D della fosfolipasi A, citosolica.

L’enzima ¢ anche attivato in seguito alla fosforilazione dei residui di serina
operata dalle MAPKs (chinasi attivate da mitogeni). Ad oggi, gli studi condotti su
cellule endoteliali hanno dimostrato che sia la proteina chinasi mitogeno-attivata p38
che p42/44, membri della famiglia delle MAPK, sia la proteina chinasi C (PKC),
sono coinvolti nel release di acido arachidonico mediato dalla cPLA, [112-116].
Alcuni recenti studi hanno dimostrato che la ¢cPLA; ¢ capace di traslocare anche
all’interno del nucleo, meccanismo mediato proprio dalla fosforilazione da parte di

gMAPK o p42/44MAPK T °uso di inibitori specifici che bloccano 1’attivazione di

p3
queste chinasi ha dimostrato che la localizzazione nucleare di cPLA, dipende dalla
loro attivita [117].

Il meccanismo regolatorio della fosforilazione di cPLA, sembra piuttosto
complesso. In cellule di ovario di Hamster cinese ¢ stato visto che la fosforilazione
della Ser’® da parte delle chinasi attivate da mitogeni & essenziale per il release di
acido arachidonico mediato da agonisti [118]. Diversi studi hanno dimostrato che tale
effetto dipende dal tipo cellulare e dal tipo di agonista. Per esempio, in piastrine
stimolate da trombina, la fosforilazione a livello della Ser’® non & richiesta per il
release di acido arachidonico [119]. Nei macrofagi tale fosforilazione non ¢

essenziale per I’attivazione dell’enzima in risposta ad agonisti che provocano un

aumento costante degli ioni calcio, ma ¢ importante quando 1’aumento di tali ioni €
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temporaneo [120]. In realta ’enzima viene fosforilato su siti multipli di Ser (per es.
Ser454, Ser437, SerSOS, Serm). Come osservato in cellule SF9 di insetto, infettate con
baculovirus, tali siti appaiono fosforilati costitutivamente in cellule non stimolate, ma

505

solo la fosforilazione a livello della Ser’~ sembra contribuire all’attivazione della

cPLA, [104].
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Fig. 4 Ruolo della cPLA, nell’attivazione dell’infiammazione.

Studi successivi condotti su altri tipi cellulari (piastrine umane, Hela, cellule di

fegato di embrione umano) hanno dimostrato che i1 due siti fosforilati in risposta ad

5 727

agonisti importanti nel release di acido arachidonico sono la Ser’” e la Ser
[121,122]. Recentemente ¢ stato anche osservato in cellule muscolari lisce che
I’attivita enzimatica della cPLA; ¢ aumentata in seguito a fosforilazione sullo stesso
sito ad opera della chinasi II dipendente dal complesso Ca™ calmodulina [123]. E’
stato suggerito che il fosfatidil-inositolo 4,5-bisfosfato ¢ in grado di attivare
specificamente la cPLA; [124,125], inducendo cambiamenti nella conformazione
dell’enzima, probabilmente promuovendo la giusta posizione del sito attivo a livello

della membrana plasmatica [125] (Fig. 4).
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1.2.4 Fosfolipasi A, calcio-indipendente

Sono state identificate almeno due isoforme enzimaticamente attive (iPLA;
VIA-1, iPLA, VIA-2), di circa 85 kDa, che sono caratterizzate da un sito catalitico
contenente un dominio lipasico conservato all’estremita C-terminale. L’estremita N-
terminale, invece, contiene un dominio ankyrin formato da 8 ripetizioni conservate,
presente anche in molti altri tipi di proteine, come fattori di trascrizione e proteine di
regolazione del ciclo cellulare, e implicato proprio nelle interazione proteina-
proteina. La iPLA, VIA-2 differisce dalla isoforma VIA-1 per la presenza di un
dominio aminoacidico ricco in prolina all’interno del dominio ankyrin, oltre che per
una porzione ricca in glicina prima del sito catalitico. iPLA, VIA-3 rappresenta una
forma tronca rispetto alle precedenti, in cui manca 1’estremita C-terminale. Anche se
mantiene il sito catalitico, attualmente non ¢ documentata una sua attivita enzimatica
[126-129]. Le isoforme corte, mancando del dominio fosfolipasico, sono
enzimaticamente inattive e contengono solo il dominio ankyrin, comune a tutte,
svolgendo probabilmente un ruolo nella interazione tra le varie subunita.

Evidenze recenti hanno dimostrato che in alcuni tipi cellulari, come gli
astrociti, esiste il contributo della forma Ca''-indipendente della fosfolipasi A,
(iPLA;) nella produzione di acido arachidonico dai fosfolipidi di membrana. Inoltre,
sia nei periciti che nelle cellule endoteliali, ¢ stata saggiata la presenza di questo tipo
di attivita fosfolipasica Ca' -indipendente. E’ stato dimostrato, inoltre, che nelle
cellule endoteliali, iPLA, & associata alle membrane cellulari ed esercita un ruolo
importante nel metabolismo dei fosfolipidi, ad esempio, dopo stimolazione mediante
trombina [91,130-134] Studi condotti su cellule umane hanno evidenziato che iPLA;
¢ presente in forma di tetramero le cui subunita rappresentano numerose varianti di
splicing che sostanzialmente danno origine a forme proteiche sia corte che lunghe. 1l
gene umano mappa sul cromosoma 22q 13.1 e contiene 16 esoni; gli eventi di
splicing si verificano tra gli esoni 7 e 10.

La fosfolipasi A, VIA mostra un’ampia specificita per 1 fosfolipidi
metabolizzati, ed ¢ pienamente attiva in assenza di Ca"" [135]. Mostra, inoltre, una
distribuzione pressoché ubiquitaria, anche se ogni variante di splicing mostra una
distribuzione tessuto-specifica. Nei roditori la forma predominante sembra essere
quella VIA-1 [91,136]. Studi recenti hanno dimostrato che iPLA, pud avere ruoli

importanti negli eventi di produzione di acido arachidonico e quindi nella risposta
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inflammatoria in vari tipi cellulari. Ad esempio, ¢ stata verificata una notevole
diminuzione nella produzione di PG in macrofagi attivati e trattati con bromoenol
lattone, inibitore specifico per iPLA,, ed oligo-antisenso [132,137]. In queste cellule
¢ stato visto che si localizza dal citoplasma alle membrane cellulari, evento in cui ¢
coinvolta PKC.

Recentemente sono emersi altri ruoli per iPLA,, come ad esempio il
rimodellamento dei fosfolipidi di membrana, attraverso la loro deacilazione, la
proliferazione cellulare e I’apoptosi [138-142]. Cellule apoptotiche producono acidi
grassi, in parte, attraverso il coinvolgimento di iPLA,, che viene riconosciuta da
caspasi-3 e tagliata a livello del residuo Asp'® [138]. Le forme, mancanti
dell’estremita N-terminale, diventano enzimaticamente piu attive, accelerando il
turnover fosfolipidico, ¢ modificando dunque la composizione delle membrane

apoptotiche.

1.3 MAP chinasi

Le MAP chinasi ERK1/2, p38 e JNK/SAPK sono gli elementi centrali di
pathways usate dalle cellule dei mammiferi per trasdurre i messaggi generati da
fattori di crescita o agenti di stress (Fig. 5). La cPLA,, in seguito a cambiamenti della
concentrazione intracellulare di calcio, pud essere fosforilata a livello della serina®®
dalle proteina chinasi mitogeno-attivate p42/p44 (MAPK ERK1/2) e puo traslocare
dal citosol all’involucro nucleare grazie al dominio CaLLB.

Recenti studi hanno dimostrato che in cellule endoteliali umane di vena ombelicale
(HUVEC), trombina ¢ VEGF stimolano I’attivazione della cPLA; e la sintesi di PGI,
mediante un meccanismo che coinvolge la fosforilazione da parte delle MAP chinasi,
in particolare p42/p44 ERK chinasi [116]. E’ stato suggerito che I’attivazione di
ERK gioca un ruolo critico nella sopravvivenza delle cellule in seguito a stress
ossidativo, attraverso I’attivazione sequenziale di chinasi quali Raf-1 e MEK. Una

volta fosforilato, ERK1/2 fosforila un certo numero di proteine target, inclusi fattori

trascrizionali e proteine citoplasmatiche.
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Fig. 5 Le MAP chinasi sono un gruppo di proteine serina/treonina chinasi
attivate in risposta ad una varieta di stimoli extracellulari che mediano segnali di
trasduzione dalla superficie cellulare al nucleo.

Inoltre le proteine ERK traslocano al nucleo, dove possono fosforilare Elk-1.
Nelle cellule endoteliali tali chinasi sono state implicate nella regolazione della
trascrizione genica mediante 1’attivazione dei due fattori nucleari NF-KBe AP-1(c-

jun/c-fos) [96,118,143,144].

1.4 L’angiogenesi

L’angiogenesi ¢ un fenomeno molto complesso che consiste nella creazione di

nuovi vasi sanguigni a partire da quelli pre-esistenti. Durante la vasculogenesi

18



embrionale, i vasi sanguigni si formano a partire da precursori delle cellule
endoteliali (angioblasti) che si assemblano e modellano a formare il plesso capillare
primario. Questa primitiva rete sanguigna inizia quindi il suo differenziamento e
nuovi vasi sanguigni nascono e si ramificano a partire da capillari pre-esistenti,

processo noto come angiogenesi [145].

La formazione di nuovi vasi si realizza mediante alcune tappe fondamentali:

v' la digestione della membrana basale ad opera di proteasi secrete dalle
cellule endoteliali;

v' la migrazione di cellule endoteliali circolanti nella sede di formazione
dei nuovi vasi;

v’ la proliferazione e differenziazione delle cellule endoteliali per
allungare i vasi e formarne il lume;

v’ la secrezione di fattori di crescita da parte delle cellule endoteliali che
richiamano le cellule di supporto, i1 periciti e le cellule muscolari lisce
al fine di costruire la membrana basale. In questo stadio finale i vasi
sviluppano anche le caratteristiche specifiche proprie del tessuto o
organo che devono irrorare [146].

L’angiogenesi ¢ un processo fondamentale nel ciclo riproduttivo della donna, in
quegli organi che fisiologicamente si accrescono [147] o nella riparazione tissutale.
In queste condizioni la genesi di nuovi capillari € regolata accuratamente e 1 nuovi
vasi sanguigni maturano velocemente e diventano stabili.

Il sistema vascolare di un uomo adulto ¢ generalmente quiescente, e le cellule
endoteliali rappresentano alcune fra le cellule che vivono piu a lungo, eccezion fatta
per quelle del sistema nervoso. Infatti, il fisiologico turnover delle cellule endoteliali
¢ misurato in anni nei tessuti che non necessitano di angiogenesi.

L’angiogenesi ¢ orchestrata da una varieta di attivatori e inibitori. Attivatori
della proliferazione e della migrazione cellulare sono principalmente ligandi delle
tirosina chinasi [145], come il fattore di crescita dell’endotelio (VEGF) [148,149], 1
fattori di crescita dei fibroblasti (FGFs), il fattore di crescita derivato dalle piastrine
(PDGF) [150] e il fattore di crescita dell’epidermide (EGF), ma possono anche avere
un’origine differente, come 1’acido lisofosfatidico (LPA) [151]. Il primo inibitore
dell’angiogenesi descritto ¢ stato la trombospondina-1 che modula la proliferazione e

la motilita endoteliale [152].
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Fig. 6 L’angiogenesi ¢ regolata da una varieta di attivatori ed inibitori, i cui
livelli stabiliscono se una cellula endoteliale deve rimanere quiescente o andare
incontro ad angiogenesi

In modo caratteristico, molti inibitori angiogenetici, come per esempio le
“statine”, sono derivate da proteine piu grandi che non mostrano alcun effetto
sull’angiogenesi. Ricordiamo tra queste 1’angiostatina (un frammento del
plasminogeno) [153], come pure I’endostatina [153], la tumstatina [154], e la canstatina
(frammenti del collagene che si legano alle integrine) [155]. In generale i livelli tra
attivatori e inibitori stabiliscono se una cellula endoteliale rimarra in quiescenza oppure
andra incontro ad angiogenesi (Fig. 6).

Un’angiogenesi incontrollata, per eccesso o per difetto, puo essere presente in
alcune patologie quali artrite reumatoide e retinopatia diabetica, nell’infarto e nelle
neoplasie. L’angiogenesi ¢ particolarmente importante per la progressione metastatica. I
tumori nascono come piccole masse non pitl grandi di 1 mm® di diametro. In assenza di
angiogenesi, il tumore non ¢ in grado di accrescersi ulteriormente, malgrado abbia
un’attiva proliferazione cellulare. Le cellule tumorali in queste condizioni diventano
ipossiche. In risposta ad un ambiente ipossico, viene stimolata la trascrizione di molti
geni target, come 1 geni per VEGF, bFGF, TGF-B e PDGF, che stimolano la
proliferazione e la migrazione dell’endotelio vascolare. L’interazione tra le cellule
endoteliali, le cellule stromali e le cellule tumorali, determina la secrezione e
I’attivazione delle metalloproteinasi che degradano la matrice extracellulare e
innescano la formazione di nuovi vasi a partire da vasi pre-esistenti. Questi nuovi vasi

formatisi attorno al tessuto tumorale, permettono alle cellule tumorali di invadere il

20



torrente circolatorio e di lasciare la loro localizzazione primaria per formare nuovi

tumori o metastasi (Fig. 7).
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Fig. 7 Rappresentazione dello sviluppo di un tumore

Per molti tumori, la densita vascolare costituisce un indicatore prognostico del
potenziale metastatico: 1 tumori altamente vascolarizzati, infatti, mostrano un’incidenza
di metastatizzazione di gran lunga superiore rispetto ai tumori poco irrorati [156].

I vasi sanguigni tumorali non possiedono la normale organizzazione strutturale in
venule, arteriole e capillari, ma presentano caratteristiche tipiche di tutti 1 tre tipi di
vasi, hanno un’alterata espressione di antigeni sulla superficie cellulare e mancano della
connessione con le cellule di supporto, il cui numero puo essere piu elevato o piu basso
rispetto ai vasi normali. [157]. Proprio a causa di questa anomala e caotica struttura, il
flusso ematico nei vasi tumorali tende ad essere generalmente irregolare, piu lento del
normale, spesso con disfunzionalitda dei capillari. Questo network irregolare non
consente un apporto nutritivo ottimale per tutte le cellule: un aumento della distanza
delle cellule tumorali in crescita dai vasi capillari o un’inefficienza dei nuovi vasi

formati puo produrre ipossia, che come detto poc’anzi, rappresenta lo stimolo per una
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crescita vascolare continua e per la diffusione ed il trasporto delle cellule tumorali nelle

sedi di formazione delle metastasi.

1.5 Il melanoma

I melanoma rappresenta un tipo di tumore molto invasivo che si origina in
seguito alla trasformazione dei melanociti. I melanociti sono cellule deputate alla sintesi
della melanina, particolare pigmento che si presenta sotto forma di fini granuli di colore
marrone scuro. Queste cellule appartengono alla linea della cresta neurale [158] e,
durante lo sviluppo, migrano dalle creste neurali nella cute localizzandosi nello strato
basale ed in quello spinoso dell’epidermide, con un pattern non casuale, immettendo dei
processi dendritici arborizzanti che prendono contatto con i cheratinociti degli strati
basali e superficiali della pelle [158].

Ogni melanocita trasferisce, tramite questi prolungamenti citoplasmatici, i
melanosomi contenenti la melanina, a circa trentasei cheratinociti basali e soprabasali.
All’interno dei cheratinociti, la melanina protegge la pelle dall’assorbimento delle
radiazioni solari dannose [158].

Da un punto di vista istologico, i melanomi vengono classificati secondo la loro
localizzazione e lo stadio di progressione. Sono stati suggeriti cinque stadi differenti
dell’evoluzione del melanoma sulla base dei seguenti criteri istologici: nevi congeniti o
acquisiti senza cambiamenti displasici; nevi displasici con atipie strutturali; melanoma
in fase di crescita radiale; melanoma in fase di crescita verticale; e melanoma
metastatico. Sia 1 nevi benigni che quelli displasici, sono caratterizzati dalla rottura dello
strato dei cheratinociti basali, che porta ad un incremento del numero dei melanociti
rispetto a quello dei cheratinociti. Queste lesioni portano alla formazione del melanoma
in situ, che si accresce lateralmente e rimane largamente confinato a livello
dell’epidermide, e questo stadio ¢ definito come fase di crescita radiale. Al contrario, il
melanoma in fase di crescita verticale invade gli strati piu alti dell’epidermide, si spinge
oltre e penetra nel sottostante derma e nei tessuti sottocutanei attraverso la membrana
basale, formando noduli di cellule maligne.

Sembra che sia proprio il passaggio dalla fase di crescita radiale a quella verticale,
a rappresentare un momento cruciale nell’evoluzione del melanoma anticipando

I’acquisizione del potenziale metastatico e I’infausto esito clinico. In base a queste
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considerazioni, 1’altezza e lo spessore totali delle lesioni di melanoma primario sono
ancora uno dei parametri maggiormente predittivi dell’evoluzione in metastasi e
dell’avverso esito clinico [159].

Le cellule di melanoma in fase di crescita radiale necessitano di fattori di crescita
esogeni, forniti dai cheratinociti circostanti, sono incapaci di crescere in assenza di punti
di ancoraggio, non sono tumorigenici in topi immunodeficienti € non vanno incontro a
metastasi nei pazienti. Al contrario, le cellule di melanoma in fase di crescita verticale,
risultano totalmente indipendenti dal controllo dei cheratinociti e stabiliscono delle fitte
reti di comunicazione con i fibroblasti, acquisiscono una crescita non piu dipendente da
fattori di crescita o da siti di ancoraggio, sono tumorigenici negli animali e altamente
metastatici nei pazienti e nei modelli animali sperimentali [159].

Come per gli altri tipi di tumori, si crede che alla genesi del melanoma
contribuiscano fattori sia genetici che ambientali. Intorno al 1820, il medico William
Norris osservo una predisposizione familiare allo sviluppo del melanoma,
particolarmente in individui con capelli e carnagione chiari [160]. Oggi, quasi due secoli
dopo, si stanno pienamente comprendendo 1 fattori genetici ed ambientali che guidano
la patogenesi del melanoma. L’incidenza del melanoma ¢ influenzata dalla
pigmentazione della popolazione e da parametri geografici, come latitudine e altitudine
[161], suggerendo che la luce ultravioletta non costituisce il principale fattore di

sviluppo del melanoma.

1.6 Il glioma

Il glioma ¢ una forma molto aggressiva di astrocitoma maligno caratterizzata da
un’elevata capacita di vascolarizzazione. Il glioblastoma rimane una malattia
costantemente fatale, nonostante i progressi nella terapia chirurgica e medica. I due
principali aspetti che caratterizzano la biologia del glioma sono la formazione di nuovi
vasi sanguigni attraverso il processo di angiogenesi e l'invasione delle cellule del
glioma mediante tratti di sostanza bianca. Attraverso 1’angiogenesi il glioma determina
una marcata alterazione della struttura del vaso con conseguente diminuzione del
trasporto dei chemioterapici e aumento di ipossia e di edema nelle parti di tessuto
interessato dalla crescita tumorale [162].

E’ stato dimostrato che nei gliomi questi vasi sanguigni anomali sono in grado di

creare una nicchia vascolare che ospita le cellule staminali di glioma, [163] cellule che
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formano una piccola frazione di glioma capace di dare poi origine al tumore intero
[164] e le quali sono ritenute rappresentare una fonte di resistenza al trattamento.

L'ipossia che porta alla necrosi ¢ considerata parte integrante della fisiopatologia
di questi tumori maligni. E’ ben noto che l'ipossia nei gliomi porta all’up-regolazione
dell'espressione di VEGF e che questo stimoli l'angiogenesi [165]. Oltre a promuovere
la crescita del tumore attraverso la neovascolarizzazione, I’ipossia ha anche ’effetto di
rendere la popolazione di cellule tumorali periferica alla necrosi piu resistente alla
radioterapia e alla chemioterapia [166].

Cellule cancerose e cellule metastatiche comunicano con le cellule endoteliali
mediante un network interattivo di segnali cellula-cellula e cellula-matrice, attraverso
contatto con le cellule endoteliali o tramite la secrezione di fattori solubili (bFGF,
VEGF, PDGF, angiopoietine, TGF-f, interleuchine, metalloproteinasi, ICAM-1 e altri
fattori) [146,167-169]. D’altra parte, le stesse cellule endoteliali secernono fattori, per
esempio IL-8 [170], ICAM-3 [171], e metalloproteinasi MMP-9 [169] che possono
indurre la chemotassi e la migrazione transendoteliale delle cellule tumorali, un
processo critico per la formazione di metastasi. Recentemente, ¢ stato mostrato che le
analisi effettuate su surnatanti collezionati da cellule di glioma altamente invasive
rilevavano la presenza di diverse proteine con attivita pro-angiogenetica, tra le quali
IL-6, IL-8, Gro-a, TIMP-1/2, ENA-78, bFGF, MCP-1, PDGF-A/B, TGF-a, ¢ VEGF-
A che sono le piu secrete [172-175].

“Media” condizionati concentrati ottenuti da diverse colture di glioma sono in
grado di indurre in vivo un incremento della permeabilita dei capillari cerebrali, e
subiscono depressione con 1’utilizzo di inibitori delle lipossigensi e di desametasone
[176]. La produzione di prostaglandine e del metabolita della lipossigenasi, 12(S)-
HETE, da parte di diversi tipi tumorali durante 1’interazione con le cellule endoteliali
dei microvasi cerebrali puo rappresentare un fattore chiave nell’angiogenesi del cancro

[177,178] .
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SCOPO DEL LAVORO
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La neovascolarizzazione e il processo di maturazione vascolare sono eventi
controllati da specifiche proteine deputate a questa funzione, quali le MAP chinasi (la
forma fosforilata p42/p44 delle protein chinasi mitogeno attivate) e le isoforme della
protein chinasi C (PKC) che stanno a monte delle MAP chinasi. I segnali angiogenici
vengono quindi trasdotti attraverso la via di segnale PI3-K/Akt/ERK. Inoltre,
I’isoforma citosolica della fosfolipasi A, (cPLA;), la quale regola i livelli di acido
arachidonico (AA), e la cicloossigenasi-2 (COX-2), la quale regola il rilascio di
prostaglandine E,, sono altamente upregolate nell’angiogenesi che si verifica nelle
cellule endoteliali durante la progressione tumorale [179,180]. Studi precedenti hanno
evidenziato che [Dattivazione della via di segnale PKC-ERK1/2-cPLA; risulta
coinvolta in svariate funzioni endoteliali, come la promozione della barriera
ematoencefalica e ’angiogenesi [66].

La produzione di acido arachidonico dai fosfolipidi di membrana rappresenta il
piu  importante  precursore di  prostaglandine, leucotrieni e  acido
idrossieicosatetraenoico (HETEs); questi prodotti a valle delle fosfolipasi A, (PLA>)
hanno mostrato giocare un importante ruolo nel governare la proliferazione e la
migrazione cellulare cosi come 1’inflammazione. Tra le PLA;, 1’isoforma citosolica
(cPLA,), richiede ioni Ca®" per la catalisi, mentre I’isoforma calcio-indipendente
(iPLA,pB), sembra possedere diverse potenziali funzioni, tra le quali il rimodellamento
dei fosfolipdi e un ruolo di segnale nella crescita cellulare, nell’apoptosi, nella
secrezione e nell’inflammazione indotte da danni cellulari [181-182]. L’enzima iPLA,
media la fosforilazione e la trascrizione di fattori attraverso la via PKA-dipendente
[140], ed ¢ attivata dall’enzima PKC nell’endotelio umano [184].

Il cross-talk tra cellule tumorali e cellule endoteliali ¢ stato studiato in modelli di
co-culture in vitro [169,185], ma il meccanismo del segnale di trasduzione
nell’interazione e nell’adesione delle cellule tumorali con I’endotelio ¢ ancora poco
conosciuto. E’ stato, inoltre, descritto il ruolo di supporto delle citochine solubili pro-
angiogeniche, come il bFGF e il VEGF nella crescita endoteliale in co-colture con
cellule di glioma [186].

I fattori solubili giocano un ruolo chiave nell’angiogenesi patologica, come per
esempio il VEGF, che insieme al suo recettore, si € visto, viene overespresso in molti
tumori [187,188].

In un modello di co-cultura con periciti di retina, cellule endoteliali immortalizzate

di cervello di ratto (GP8.3) attivano 1’espressione della cPLA,, la sua forma fosforilata e
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la iPLA; [66]. I livelli proteici di ERK1/2, PKCa e le loro forme fosforilate sono
incrementati notevolmente. Wortmannina ed LY294002, usati come 1nibitori della via
di segnale PI3 chinasi/PDK1, hanno attenuato marcatamente il release di acido
arachidonico e I’espressione della forma fosforilata di cPLA,, PKCa, ed ERK1/2.

Stimolate da fattori angiogenici, le cellule endoteliali in stato di quiescenza, si
differenziano, esprimono enzimi proteolitici volti a degradare la membrana basale del
vaso, migrano nello spazio interstiziale, proliferano, ¢ vanno incontro ad una re-
differenziazione finalizzata ad una nuova morfogenesi vasale [146].

Ad oggi non sono noti studi riguardo gli effetti dell’adesione di cellule tumorali o
del loro medium condizionato sull’espressione delle fosfolipasi, come la cPLA, ¢ la
iPLA,, cosi come sull’attivazione della via di segnale intracellulare Ras-Raf-PKC-
MEK-MAPK sulla proliferazione cellulare, o il pathway PI3K-Akt nelle circostanti
cellule non-neoplastiche, come le cellule endoteliali.

Sulla base di questi precedenti risultati, allo scopo di esaminare gli effetti del
melanoma e del glioma sull’espressione delle fosfolipasi A,, PKCa, MAP chinasi e
COX-2 nelle cellule endoteliali, abbiamo allestito un sistema modello nel quale 1 media
prelevati da colture di melanoma e di glioma, sono stati utilizzati per incubare cellule
endoteliali immortalizzate (GP8.3) e cellule endoteliali primarie (BBEC).

Durante i tre anni di dottorato ¢ stata investigata 1’espressione delle fosfolipasi e
degli enzimi coinvolti nella via di segnale PKCa-MAPK/ERK in seguito
all’incubazione di cellule endoteliali immortalizzate di cervello di ratto con i media
condizionati di due linee cellulari di melanoma umano, OCM-1 ed SK-MEL28 ¢ dalla
linea cellulare di glioma, C6. Lo scopo del lavoro ¢ stato quello di sondare il possibile
meccanismo di segnale e il cross-talk tra le cellule endoteliali e le cellule cancerose,
mimando in vitro ’interazione tra questi tipi cellulari.

Nel sistema modello utilizzato, ¢ stato ipotizzato che il rilascio di fattori solubili
nel medium da parte delle cellule tumorali possa indurre delle variazioni
nell’espressione delle fosfolipasi A, e permettere di individuare una possibile pathway
metabolica che ne attivi la forma fosforilata.

Diversi tipi cellulari, incluse le linee immortalizzate, sono correntemente utilizzate
come sistemi in vitro per studiare vari processi fisiologici e patologici. Sfortunatamente,
le colture primarie di cellule endoteliali mostrano una durata limitata e caratteristiche
che differiscono da coltura a coltura, in base all’origine delle cellule stesse [189-191].

La linea cellulare di endotelio immortalizzato di cervello di ratto utilizzato nel presente
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studio, mantiene le caratteristiche fenotipiche e immunologiche delle loro cellule
progenitrici [192]. Inoltre studi condotti usando cellule HUVEC comparate a linee di
endotelio umano immortalizzato (ECV304 da vene ombelicali), hanno dimostrato una
morfologia cellulare e un’espressione delle subunita delle integrine similari [193].

Gli esperimenti hanno mostrato che i media condizionati del melanoma e del
glioma, stimolano in modo significativo la fosforilazione di cPLA;, PKCa, ERK1/2 e
incrementa 1’espressione proteica di cPLA; e iPLA; nelle cellule endoteliali, insieme

alla proliferazione e alla motilita cellulare.

28



MATERIALI E METODI

29



2.1 Colture cellulari

Le cellule endoteliali immortalizzate dei microcapillari di cervello di ratto (GP8.3)
sono state generosamente fornite dal Dr. John Greenwood (Department of Clinical
Ophthalmology, University College, London) [192] e incubate con medium F10-Ham
contenente 10% di FCS, 80 pg/ml di eparina, 2 m/M di glutammina, 100 U/ml di
penicillina e 100 mg/ml di streptomicina. Le colture sono state preparate e caratterizzate
seguendo le procedure standard [192,194].

Le due linee cellulari di melanoma umano sono state generosamente fornite dal
laboratorio di immunologia, Istituto Nazionale per il Cancro (Regina Elena, Roma).
SK-MEL28 ¢ una linea cellulare di melanoma metastatico; OCM-1 ¢ una linea cellulare
non metastatica di melanoma da coroide oculare. Le cellule sono state mantenute in
medium RPMI contenente glutammina 2 mM, antibiotici e FBS al 10%.

La linea cellulare C6 di glioma di ratto ¢ stata acquistata presso 1’European
Collection of Cell Cultures (ECACC) e fatta crescere in medium F12-Ham contenente
10% di FCS, 2 m/M di glutamina, 100 U/ml di penicillina e 100 mg/ml di
streptomicina.

Le cellule endoteliali primarie di microcapillari di cervello bovino (BBEC) sono
state acquistate presso ’ECACC e nutrite con BBEC Growth Medium. I cambiamenti

morfologici e la viabilita cellulare sono state determinate con test MTT [195,106].

2.2 Preparazione dei media condizionati dal melanoma e dal

glioma

SK-MEL28 ¢ OCM-1 (1x10° cells) sono state piastrate in piastre petri 10 cm e
nutrite per 24 h con RPMI supplementato con FBS al 10%, glutammina 2 mM,
penicillina 100 U/ml e streptomicina 100 pg. Al raggiungimento di una subconfluenza,
il terreno di coltura ¢ stato sostituito per 48 h con medium RPMI/F10-Ham (1:1,
vol/vol) contenente FBS 1%, antibiotici e glutammina, al fine di ottenere i media
condizionati. I media cosi ottenuti, sono stati collezionati, centrifugati a 500 g per 10
min e filtrati usando un filtro da 0.2 um. Le aliquote sono state conservate a -80°C fino
all’utilizzo.

Il glioma ¢ stato piastrato in piastre petri 10 cm e nutrito F12-Ham contenente
10% di siero bovino fetale, 2 m/M di glutamina, 100 U/ml di penicillina e 100 mg/ml di
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streptomicina. Raggiunta la semiconfluenza, il terreno di coltura ¢ stato sostituito con
F12/F10-Ham (1:1, vol/vol) contenente FCS 1% per 48 h, al fine di ottenere il medium
condizionato. Il medium cosi ottenuto ¢ stato raccolto e centrifugato a 500 g per 10

minuti. Le aliquote sono state conservate a -80°C fino all’utilizzo.

2.3 “Release” di acido arachidonico

Per quantificare il “release” di acido arachidonico, in seguito a trattamento delle
GP8.3 con 1 media condizionati del melanoma, le cellule endoteliali sono state piastrate
in transwells a sei pozzetti ¢ incubate con 0,3 pCi/dish di [1-"*CJAA (Dupont NEN) in
medium F10-HAM supplementato con FBS al 5% e glutammina 2 mM, per 24 h a
37°C. Le cellule sono state lavate tre volte (5 minuti a lavaggio) con PBS contenente
BSA 0,5%, ed incubate con o senza medium condizionato da SK-MEL28 o OCM-1,
realizzati con medium RPMI/F10-Ham (1:1, vol/vol) deprivato di siero e contenente
BSA allo 0,5%, utilizzata come trappola per il '*C-AA, in presenza o assenza di
inibitori, quali wortmannina(60 nM) piu LY294002 (20 uM), PD98059 (25 uM),
AACOCF; (50 uM) per 24 h. Dopo I’incubazione, il medium ¢ stato rimosso e
centrifugato per 5 min. Il surnatante ¢ stato concentrato a 1 ml mediante liofilizzazione,
e un’aliquota di 100 pl ¢ stata prelevata per determinarne la radioattivita totale
(Berthold DAR).

L’estrazione di composti organici, la separazione dell’acido arachidonico e degli

eicosanoidi sono stati condotti come descritto in precedenti lavori [66,195].

2.4 Saggio di attivita enzimatica per la fosfolipasi A,

Dopo 24 h di incubazione con o senza media condizionati da ambedue 1 tipi
tumorali, in presenza o in assenza di specifici inibitori delle chinasi,(AACOCF3, BEL,
PD98059, wortmannina ed LY294002) le GP8.3 e le BBEC sono state screpate e lisate
secondo le procedure standard [66,196]. I lisati cellulari sono stati incubati in piastre
da 96 pozzetti in presenza del substrato arachidonoil tiofosfatidilcolina (ATPC). L’uso
di BEL sul controllo e sulle cellule stimolate dal medium condizionato c¢i ha permesso

di discriminare tra I’attivita delle due isoforme, citosolica (cPLA;) e calcio-
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indipendente (iPLA,). I risultati sono espressi in pmol di ATPC per minuto e per mg di

proteine (pmol/min/mg).

2.5 Determinazione della produzione di PGE, e VEGF

Per determinare le PGE, e I’accumulo di VEGF nel surnatante delle GP8.3
confluenti, tenute in coltura per 24 h alle condizioni standard (controllo) ed in presenza
di medium condizionato dal glioma, sono stati usati due kit basati su immunosaggio
enzimatico competitivo, rispettivamente (il kit per le PGE, ¢ stato acquistato da
Cayman Chemicals Co., Ann Arbor, MI, USA, quello per il VEGF ¢ stato acquistato
da R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). Per le PGE.,, il range di rilevamento
era 7.8-1000 pg/mL, mentre per il VEGF era 20-2500 pg/mL.

2.6 Saggio di proliferazione cellulare

La proliferazione delle cellule endoteliali (GP8.3 e BBEC) ¢ stata quantificata in
presenza o in assenza dei media condizionati, con o senza inibitori di proteine chinasi a
monte dell’attivazione degli enzimi cPLA;, iPLA;, PKCa e COX-2. Le cellule sono
state preventivamente fatte crescere per 3 giorni in medium F10-Ham contenente 10%
di FCS e BBEC Growth Medium, rispettivamente; al raggiungimento della confluenza,
le cellule sono state tripsinizzate, collezionate e quindi piastrate in piastre a 96
pozzetti. Dopo 12 h di coltura, le cellule sono state lavate e incubate per 24 h con 1
media condizionati.

Per la misurazione della proliferazione cellulare delle GP8.3 e delle BBEC con i
media condizionati delle due linee di melanoma in presenza o assenza di inibitori
(wortmannina 60 nM,piu LY 294002 20 uM , NS-398 50 uM) e del glioma, in
presenza o in assenza di inibitori (20 nM wortmannina, 10 pM LY294002, 20 uM
PD98059, 10 uM AACOCF;, 2.5 uM BEL e 5 uM NS-398), sono stati usati tre
differenti metodi.

1) Nel primo metodo, GP8.3 e BBECs sono state incubate per 24 h in assenza
(controllo) o in presenza dei media condizionati contenente inibitori delle chinasi,
delle PLA,; e COX-2. La proliferazione cellulare ¢ stata misurata mediante il kit della

bromodeossiuridina (Roche Cell Proliferation ELISA, BrdU kit).
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2) Nel secondo metodo, GP8.3 e BBECs sono state incubate per 24 h in assenza
(controllo) e in presenza dei media condizionati contenente inibitori, lavate due volte
con PBS e tripsinizzate. Alla sospensione cellulare ¢ stata aggiunta una soluzione dello
0.4% di trypan blue e il numero di cellule vive ¢ stato determinato mediante 1’uso
dell’emocitometro. Le cellule che non erano in grado di escludere il colorante sono
state considerate non vitali.

3) Nel terzo metodo, ¢ stato calcolato il tasso mitotico di GP8.3 e BBECs
mediante 1’uso della microscopia time-lapse. Le piastre da 12 pozzetti contenenti le
colture cellulari, sono state montate su di un microscopio invertito Leica AF6000LX
dotato di telecamera CCD. Le condizioni di coltura sono state mantenute grazie ad un
regolatore di temperatura dinamico a costante flusso di aria contenente il 5% di COs,.
Le cellule sono state incubate per 24 h in assenza (controllo) e in presenza dei media
condizionati contenenti inibitori e anticorpi contro VEGF-A (100 ng/mL del peptide
VEGF¢s). Per il test effettuato con medium condizionato del glioma sono stati
utilizzati anche gli anticorpi diretti contro 1 due recettori per il VEGF, VEGFR-1 e
VEGFR-2 (2 ug/mL). 11 tasso mitotico ¢ stato osservato nelle colture cellulari per 24
ore, esaminando ogni 15 minuti le sequenze di immagini e contando le divisioni

cellulari.

2.7 Migrazione cellulare mediante “wounding assay”

Le cellule endoteliali GP8.3 sono state nutrite con medium F10-Ham
supplementato con FBS (o FCS) al 10%, eparina 80 pg/ml, glutammina 2 mM,
penicillina 100 U/ml e streptomicina 100 pg. Sono state seminate in multiwell da 6
pozzetti per la misurazione della migrazione con i media condizionati dai melanomi, ed
in multiwell da 12 pozzetti per il test con il medium condizionato del glioma. Al
raggiungimento della confluenza, ¢ stato eseguito un wound nel monolayer mediante la
pressione di un puntale Gilson da 100 ul in modo da effettuare un taglio del monolayer
cellulare e ottenere una visibile e definita demarcazione al margine del taglio (il wound
era largo approssimativamente 1 mm). Il monolayer ¢ stato quindi lavato 3 volte con
PBS per rimuovere le eventuali cellule staccate, e incubato per 24 h a 37°C in medium
(F10-Ham o media condizionati) con FBS (o FCS) 1%, con o senza inibitori.

La migrazione ¢ stata eseguita con un microscopio invertito “time-lapse” Leica
AF6000LX dotato di un piano x-y-z motorizzato, con camera di incubazione a CO;
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termoregolata. I dati presentati nella sezione Risultati sono stati estrapolati da tre
separati esperimenti effettuati in doppio.

In alcuni di essi, due ore prima del wound e durante tutta la durata
dell’esperimento, sono stati aggiunti specifici inibitori delle chinasi, delle fosfolipasi A,
e di COX-2 (wortmannina, LY294002, AACOCF;, PD98059, NS-398). Nessuno di
questi componenti, usati a specifiche concentrazioni, influiscono sulla viabilita
cellulare, come verificato mediante il test del tripan blu.

Per comprendere se la riparazione della ferita fosse dovuta a migrazione o
proliferazione cellulare, le cellule endoteliali sono state trattate con 10 pg/ml di
mitomicina C, per 2 h prima di effettuare il saggio di wound e durante le 24 h di
trattamento con le sostanze saggiate. Esperimenti preliminari hanno mostrato che
incubando le GP8.3 con 10 pg/ml di mitomicina C per 24 h, la proliferazione cellulare
viene completamente inibita, senza tuttavia mostrare effetti sulla vitalita cellulare.

La migrazione ¢ stata quantificata misurando il numero di cellule che migravano
nel wound e la distanza percorsa dal fronte cellulare all’interno dell’area del wound
nell’unita di tempo (software per 1’analisi d’immagini computer-assistita, SPOT vers.
2.1.2, Diagnostic Instrument, Inc). Le misure sono state effettuate scegliendo in maniera
random 4 campi della coltura trattata con il wound. Dal momento che il taglio ¢ stato
realizzato in direzione verticale, le cellule che migravano verso ’area priva di cellule
provenivano da due direzioni, dalla destra e dalla sinistra dell’area trattata. I valori di 10

distanze sono stati mediati per ottenere la dimensione dei wounds dei campioni.

2.8 Elettroporazione

Dopo tripsinizzazione delle cellule all’80-90% di confluenza, la sospensione
cellulare (1.5-2x10° cells) & stata rispospesa in medium F10-Ham contenente 10% FBS
(o FCS). Il saggio di elettroporazione ¢ stato eseguito incubando la sospensione
cellulare con 10-20 pg di anticorpo anti-cPLA; e anti iPLA; per 10 min a 4°C in una
cuvetta per elettroporazione, con un volume finale di 400 ul. Le cellule sono state
elettroporate ad una intensita di 800 uF e ad un voltaggio di 150 V, con una lunghezza
dell’impulso da 40 a 45 ms, usando un sistema di elettroporazione Bio-Rad Gene Pulser
Xcell. Le cellule elettroporate sono state lasciate in cuvetta per 10 min a temperatura
ambiente, lavate una volta con medium deprivato di siero, centrifugate e trasferite in

una piastra petri di 60 mm contenente medium F10-Ham contenente 10% FBS (o FCS).
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Piu dell’80% delle cellule erano vitali dopo il lavaggio. Dopo 12 h le cellule sono state
screpate, lisate in PBS contenente 0,5% Triton X-100 ed in seguito, ¢ stata eseguita la
procedura standard per 1’analisi di Western Blot. In aggiunta, questi dati sono stati
confermati qualitativamente visualizzando al microscopio, in cellule funzionalmente
intatte, la fluorescenza intracellulare dell’anticorpo anti-cPLA, dopo elettroporazione,
mediante 1’utilizzo di un anticorpo anti-cPLA; coniugato ad AlexFluor 488. Le cellule
che mostrano fluorescenza (piu del 90%) sono state considerate elettroporate con
successo ed ¢ stata quindi assicurata la validita della procedura di elettroporazione. I
saggi di proliferazione cellulare sono stati eseguiti come descritto sopra. I controlli
includono cellule miscelate con I’anticorpo ma non elettroporate, cellule elettroporate in

assenza di anticorpo e cellule elettroporate con anticorpo anti-IgG.

2.9 Trasfezione di siRNA

Questo test ¢ stato effettuato sulle cellule endoteliali GP8.3 in presenza o in
assenza di medium condizionato dal glioma. Le cellule endoteliali sono state trattate
con rat ON-TARGETplus SMART pool siRNA duplex (Dharmacon, Inc. Chicago,
IL). Sono stati utilizzati due est di oligonucleotidi:

1) il primo set diretto su iPLA; (Gene Bank NM_001005560) con sequenza 5'-
GGUGUGAGAUGGUCGGUAU-3",  5-ACGCUGAGAUGGCCCGAAU-3', 5'-
CAGCAAGGAUCCUCGCUAU-3"e 5'-CAGAAUGCUUCCAAUCGUA-3'".

2) Il secondo set contro cPLA, (Gene Bank NM_133551) contenente la sequenza
5'-AGAAUUUAGUCCAAUCGAA-3', 5-CAUAUCUACACAUGCGAAA-3', 5'-
CAGAUGAAUUUGAACGAAU-3'e 5'-GCGGAAAGAGAGUACCAAA-3".

L’ siRNA controllo ¢ un siRNA non-targeting aspecifico. Per la trasfezione di
siRNA, le GP8.3 sono state piastrate in piastre da 6 pozzetti all’ 80% confluenza in
presenza di F10-Ham contenente 10% di FCS, 80 pg/mL eparina, 2 mM glutammina,
100 U/mL penicillina e 100 pg/mL streptomicina.

La trasfezione di siRNA ¢ stata eseguita utilizzando come reagente
INTERFERin™. Le brevi sequenze di siRNA sono state sospese in F10-Ham in
assenza di FCS ad una concentrazione di 50 nM per un volume finale di 200 pL. Dopo
aver aggiunto 5 pL di INTERFERin™ le sequenze sono state incubate per 10 min a
temperatura ambiente. La miscela di trasfezione ¢ stata aggiunta alle cellule contenenti

2 mL di medium completo per ciascun pozzetto. L’efficienza della trasfezione ¢ stata
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valutata mediante 1’utilizzo dell’indicatore siGLO green. L’effetto del silenziamento

del gene ¢ stata misurata tra le 24 e le 48 ore dalla trasfezione.

2.10 Western Blotting

Dopo 24 h di incubazione con i media condizionati, le cellule endoteliali sono
state lisate come precedentemente descritto [66,196]. Il contenuto proteico dei lisati
cellulari ¢ stato quantificato mediante saggio di Lowry e gli immunoblots sono stati
realizzati come descritto altrove [66]. Dopo la corsa elettroforetica ed il trasferimento su
nitrocellulosa, le membrane sono state incubate con anticorpi primari contro la forma
totale della cPLA, (anticorpo monoclonale di topo, diluizione 1:500), iPLA,, (anticorpo
policlonale di coniglio, diluizione 1:1000), COX-1 (anticorpo policlonale di coniglio,
diluizione 1:500), COX-2 (anticorpo monoclonale di topo, diluizione 1:500), PKCa
totale (anticorpo monoclonale di topo, diluizione 1:500), fosfo-cPLA; (anticorpo
policlonale di coniglio, diluizione 1:1000), fosfo-PKCa (anticorpo policlonale di
coniglio, diluizione 1:5000), ERKI1/2 totale (anticorpo policlonale di coniglio,
diluizione 1:250) e fosfo-ERK (anticorpo monoclonale di topo, diluizione 1:500). Per lo
studio sui media condizionati dal melanoma le membrane sono state incubate anche con
I’anticorpo primario contro sPLA; (anticorpo policlonale di coniglio, diluizione 1:500).
Successivamente le membrane sono state incubate con anticorpi secondari per 1 ora a
temperatura ambiente e I’immunocomplesso ¢ stato rivelato in luminescenza (ECL,

Amersham).

2.11 Microscopia confocale a fluorescenza

Nel caso del trattamento di GP8.3 e BBEC con i media condizionati dal
melanoma, per identificare 1’espressione e la traslocazione della PKCa e della cPLA,,
o ’espressione e la localizzazione di ERK1/2 e COX-2, ¢ stata effettuata un’analisi
della fluorescenza mediante microscopia confocale sulle cellule endoteliali (controllo,
cellule indotte dai media condizionati e con i media condizionati piu inibitori specifici)
cresciute su specifici vetrini posizionati in una piastra a 6 pozzetti.

Nel caso del trattamento delle GP8.3 con 1 medium condizionato dal glioma, per
individuare I’espressione di iPLA, e I’espressione/traslocazione di cPLA,, cosi come
I’isoforma di PKCa o I’espressione e la localizzazione di ERK1/2 e COX-2, la
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microscopia confocale ¢ stata eseguita piastrando le GP8.3 (controllo, medium
condizionato e medium condizionato piu inibitori) in piastre da 24 pozzetti.

Dopo 24 h di incubazione, con o senza media condizionati provenienti dalle due
linee di melanoma e dalla linea cellulare di glioma, le cellule sono state fissate con
paraformaldeide al 4% in PBS e processate per le analisi di immunocitochimica, come
descritto altrove [66] usando anticorpi anti cPLA,, anti iPLA,, anti p-cPLA,, anti
PKCa e anti p-PKCa, anti ERK1/2 e anti p-ERK1/2, anti-COX-1, anti-COX-2 e
vWFEF. La distribuzione cellulare degli immunocomplessi enzimatici ¢ stata osservata
mediante ’immunofluorescenza visibile tramite un miscroscopio confocale a

scansione laser “Olympus FV1000”.

2.12 Estrazione dell’RNA totale e RT-PCR

L’RNA cellulare totale ¢ stato purificato dalle GP8.3 confluenti mediante
I’utilizzo del reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies) e ridissolto in 30 pL di
acqua bidistillata RNase. La concentrazione ¢ la purezza dell” RNA estratto sono stati
valutati allo spettrofotometro mediante lettura OD sia a 260 che a 280 nm. La sintesi
del first strand cDNA ¢ stata effettuata utilizzando il kit SuperScript'™” First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) in 20 upl finali di
reazione. La miscela di RNA totale, 50 ng di random hexamers, 125 mM di dNTP mix
(10 mM), 10 mM di ditiotreitolo, 50 mM di Tris—HCI, pH 8.3, 75 mM di KCl e 3 mM
di MgCl,, ¢ stata effettuata a 42°C per 50 min ed ¢ stata stoppata a 70°C for 10 min.

Le condizioni per la reazione di amplificazione hanno previsto uno step iniziale di
attivazione dell’enzima di 10 min a 95°C, seguiti da dei cicli di denaturazione (95°C
per 35 sec), annealing (60°C per 35 sec), extension (72°C per 45 sec) e una extension
finale (72°C per 5 min). Il numero appropriato di cicli di PCR ¢ stato stabilito come
descritto sotto.

Per D’analisi semi-quantitativa della RT-PCR, sono stati usati sulle GP8.3 1
primers specifici per i geni di cPLA,, iPLA, e GAPDH (sintetizzati dalla Invitrogen
Life Technologies). Un prodotto di 450 bp, usando un primer forward (5°-
AAGGCCAAGTGACACCAGCC-3) e un primer reverse (5°-
GAAACAGAGCAACGAGATGGG-3’), ¢ stato amplificato per la cPLA; di ratto. Un
prodotto di 353 bp, usando un primer forward (5’-AAGTGAACGTGTTCGAGAGG-
3’) e un primer reverse (5’-GATGATGCGGCTGTGATGG-3"), ¢ stato amplificato per

1IPLA,. T primers utilizzati per GAPDH erano 5’-TAGACAAGATGGTGAAGG-3’
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(forward) e 5’-GCAGGGATGATGTTCTGG-3’ (reverse) e 1 loro prodotti di
amplificazione erano di 650 bp.

Il gene di GAPDH ¢ stato usato come modello di controllo interno per
normalizzare i relativi cambiamenti dell” mRNA target sulle GP8.3.

La PCR ¢ stata realizzata con vari numeri di cicli, con controlli positivi e negativi
per trovare il ciclo nel quale i prodotti diventano visibili all’interno della fase
esponenziale di amplificazione. Le condizioni sperimentali sono state scelte in modo
che nessuno degli RNA analizzati raggiungesse un plateau al termine del protocollo di
amplificazione. Sono stati infine scelti 32, 32 e 34 cicli di amplificazione
rispettivamente per cPLA,, iPLA; e GAPDH per ottenere il lineare incremento dei
prodotti di PCR prima di raggiungere il plateau nelle GP8.3.

Solitamente vengono effettuati dei controlli negativi per saggiare la presenza di
contaminazioni di DNA.

I prodotti della PCR sono stati separati su gel d’agarosio all’ 1,5% in buffer TAE
1x (Tris-Acetate-EDTA), e visualizzati con etidio bromuro su trans illuminatore a raggi
UV. Le bande ottenute sono state convertite in immagini e la quantificazione delle
bande ¢ stata realizzata con un software Scion Images (Scion Corporation, Frederick,

MD).
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RISULTATI
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3.1 “Release” di acido arachidonico

In cellule endoteliali nutrite con medium condizionato da SK-MEL28 ¢ OCM-1
per 24 h, ¢ stato osservato un significativo incremento nel release di acido arachidonico
rispetto al controllo (endotelio in solo, senza aggiunte) (Fig. 8). Questo risultato
dimostra indirettamente che il “release” endoteliale di acido arachidonico, stimolato dal
medium condizionato del melanoma, ¢ stato mediato dall’attivazione delle fosfolipasi
A,. L’aggiunta di wortmannina piu LY294002 (inibitori della PI3 chinasi) o PD98059
(inibitore di MEK1) riduceva notevolmente il “release” di '*C-AA nel medium di
incubazione rispetto al controllo, suggerendo che la chinasi PI3 e/o la chinasi MEK 1
possano essere coinvolte nella liberazione di acido arachidonico e nell’attivazione delle
fosfolipasi A, (PD98059 ¢ ben conosciuto come un inibitore della fosforilazione della
PLA;) [66,196,197]. Non sono state riscontrate particolari differenze per le cellule
endoteliali di controllo (nessuna aggiunta) rispetto alle colture cellulari trattate con

wortmannina piu LY294002 o PD98059.

M control Wtm/LY294002 PD98059 [IAACOCF3

250 *

----------

200 F]
150
100-

50-

AA release (% over control)

ECs ECs+SK-MEL28/CM

0 ECs+OCM-1/CM

Fig. 8. Effetto di inibitori sul “release” di '“C-AA in cellule endoteliali GP8.3 in

seguito ad incubazione con medium condizionato da melanoma. I valori riportati

rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre ripetizioni diverse dello stesso

esperimento. Le differenze statisticamente significative (¥*p<0.05, **p<0.01) sono

indicate da asterischi.

Per chiarire il ruolo della PLA, in seguito alla stimolazione delle cellule
endoteliali con il medium condizionato, sono stati valutati gli effetti di un inibitore della

PLA; come AACOCF;. I risultati hanno mostrato che trattando cellule non stimolate per
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24 h con AACOCF;, inibitore dell’attivita sia della cPLA, che della iPLA, [196], si
osserva un decremento nel release di acido arachidonico del 40%. Quanto trovato
riflette 1’inibizione dell’attivita basale della PLA, (somma delle attivita di cPLA; e
iPLA;). In aggiunta, incubando per 24 h con AACOCF; le cellule stimolate con
entrambi 1 media condizionati di melanoma, si osservava una diminuzione dei livelli di
acido arachidonico rilasciato, circa del 56% per SK-MEL28 e del 58% per OCM-1,

rispetto alle colture stimolate dai media condizionati ma in assenza di inibitore (Fig. 8).

3.2 Proliferazione cellulare

La proliferazione delle cellule endoteliali immortalizzate (GP8.3) e primarie
(BBEC) in presenza o in assenza dei media condizionati del melanoma, con o senza
inibitori, ¢ stata misurata mediante I’incorporazione di BrdU, il test per la vitalita e il
tasso mitotico.

1) Entrambi i media di melanoma, fanno aumentare significativamente la
proliferazione delle GP8.3, misurata mediante un test ELISA BrdUr, circa del 142%
(SK-MEL28) e del 157% (OCM-1), rispetto alle cellule mantenute in un medium all’1%
di FBS (Fig. 9A). Per sondare il possibile ruolo delle chinasi che catalizzano la loro
attivitda a monte delle MAPK/ERK1/2, cosi come delle fosfolipasi A, e COX-2 nella
proliferazione endoteliale, mediata dalla presenza dei due media condizionati, abbiamo
investigato I’effetto antiproliferativo di un insieme di specifici inibitori degli enzimi di
nostro interesse. Come mostrato in Fig. 9A, I'incubazione con wortmannina piu
LY294002 e PD98059 (inibitori delle chinasi), AACOCFj5 (blocca I’attivita delle PLA;)
ed NS-398 (inibitore della COX-2) [198], provocava una significativa riduzione degli
effetti proliferativi dei due media condizionati. L’aggiunta di VEGF (100ng/ml) alle
colture controllo ne aumentava la crescita del 93%, mentre la presenza dell’anticorpo
anti-VEGF (5pg/ml) nei media condizionati del melanoma riduceva significativamente
la proliferazione indotta del 29%. I media condizionati del melanoma promuovevano
anche la proliferazione delle BBEC (BrdU) del 133% e del 153%. (Fig. 9B) comparata
alle cellule controllo. La presenza degli inibitori specifici determinava una riduzione
dell’effetto proliferativo. In seguito a incubazione delle BBEC con il peptide VEGF,
questo incrementava la proliferazione di 2 volte.

Studi preliminari sono stati condotti per testare la tossicita di tutti gli inibitori, a
differenti concentrazioni, mediante il test MTT, I’attivita delle caspasi e il test del tripan
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blu, non osservando proliferazione nelle cellule endoteliali GP8.3 e senza
comportamenti apoptotici o0 compromissione della viabilita cellulare (dati non mostrati).

2) Mediante il “trypan blue exclusion test” (Fig. 9C), si ¢ potuto osservare
come entrambi 1 media condizionati dal melanoma aumentavano notevolmente la
proliferazione cellulare di circa il 75% (SK-MEL28) e 50% (OCM-1) rispetto al
controllo. L’utilizzo dei vari inibitori causava una sostanziale inibizione nel numero
cellulare in presenza dei media condizionati. Risultati simili sono stati ottenuti per le
BBEC (Fig. 9D).

3) II test “time lapse” ¢ stato svolto mediante I’osservazione al microscopio delle
cellule durante incubazione in presenza di medium condizionato per 24 h e la relativa
valutazione del loro tasso mitotico. Nel caso delle GP8.3, il tasso mitotico (espresso
come percentuale di cellule replicanti per numero totale di cellule per 24h) risultava
notevolmente incrementato durante le 24 h di incubazione, raggiungendo un
incremento di 5.4 volte rispetto alle cellule controllo (Fig. 9E). La frequenza di
replicazione era significativamente ridotta ai valori controllo in seguito ad incubazione
con 1 rispettivi inibitori. Risultati simili sono stati ottenuti nel caso delle BBEC (Fig.

9F).
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Fig. 9 Effetto del medium condizionato dal melanoma sulla proliferazione GP8.3 e
BBEC. Ambedue i tipi cellulari sono stati piastrati per 24 h in assenza (controllo) ¢ in
presenza di medium condizionato, con e senza inibitori o VEGF e I’anticorpo contro il
VEGF. I cambiamenti relativi alla crescita di popolazione cellulare sono stati valutati
mediante il saggio di incorporazione della BrdU (pannello A per le GP8.3 e pannello B
per le BBECs), e contando le cellule vitali con il “trypan blue exclusion assay” (pannello
C per le GP8.3 e pannello D per le BBECs). Il tasso mitotico, espresso come percentuale
di cellule replicanti per numero totale di cellule, ¢ stato misurato per 24 h di coltura, con
un microscopio time-lapse (pannello E per le GP8.3 e pannello F per le BBECs). Le
immagini, ottenute da cinque diverse posizioni nella camera di coltura, sono state
acquisite ogni 30 min, mentre il tasso di divisione cellulare ¢ stato analizzato esaminando
le sequenze di immagini e contando la divisione cellulare. I valori riportati in grafico
rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre ripetizioni diverse dello stesso
esperimento. Le differenze statisticamente significative (*p<0.05, **p<0.01) sono
indicate da asterischi.

Anche la proliferazione delle cellule endoteliali immortalizzate (GP8.3) e
primarie (BBEC) in presenza o in assenza di medium condizionato del glioma, con o
senza inibitori, ¢ stata misurata mediante 1’incorporazione di BrdU, il test per la vitalita
e il tasso mitotico.

1) I medium condizionato dal glioma aumentava la proliferazione delle GP8.3 di
circa il 125% rispetto al controllo (Fig. 10A). Per esaminare il possibile ruolo delle
kinasi MAPK/ERK1/2, PLA, e COX-2 nella proliferazione indotta dal medium
condizionato, sono stati utilizzati specifici inibitori enzimatici. Come mostrato in Fig.
10A, l’incubazione con gli inibitori delle chinasi (Wortmannina, LY294002 e
PD98059), con I’inibitore per la PLA, (AACOCF3), con I’inibitore specifico per la
iPLA, (BEL) e con I’inibitore selettivo per la COX-2 (NS-398), causava una notevole
inibizione della proliferazione indotta dal medium condizionato, del 45%, 35%, 36%.,
53%, 47% e 57% rispetto al controllo, rispettivamente.

Il medium condizionato aumentava significativamente anche la proliferazione
diminuivano significativamente tale proliferazione del 37%, 66%, 48%, 44%, 42% e
61%.

Anche in questo caso, per verificare una possibile tossicita degli inibitori, sono stati
effettuati esperimenti preliminari sulle GP8.3 utilizzando diverse concentrazioni di tali
inibitori attraverso il test MTT, il saggio di attivita per le caspasi e il “trypan blue
exclusion test”. I dati ottenuti ci hanno permesso di verificare 1’assenza di processi
apoptotici e di compromissioni nella viabilita cellulare.

2) Mediante il “trypan blue exclusion test” (Fig. 10C), si ¢ potuto osservare

come il medium condizionato da C6 aumentava notevolemente la proliferazione
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Fig. 10 Effetto del medium condizionato dal glioma sulla proliferazione di cellule
endoteliali immortalizzate (GP8.3) e di cellule endoteliali primarie di cervello bovino
(BBEC). Ambedue I tipi cellulari sono stati piastrati per 24 h in assenza (controllo) e in
presenza di medium condizionato da C6, con e senza inibitori. I cambiamenti relativi alla
crescita di popolazione cellulare sono stati valutati mediante il saggio di incorporazione
della BrdU (pannello A per le GP8.3 e pannello B per le BBECs), e contando le cellule
vitali con il “trypan blue exclusion assay” (pannello C per le GP8.3 e pannello D per le
BBECs). 1l tasso mitotico, espresso come percentuale di cellule replicanti per numero
totale di cellule, & stato misurato per 24 h di coltura, con un microscopio time-lapse
(pannello E per le GP8.3 e pannello F per le BBECs). Le immagini, ottenute da cinque
diverse posizioni nella camera di coltura, sono state acquisite ogni 15 min, e il numero di
cellule netto ¢ stato calcolato a 0 h e 24 h rispettivamente, mentre il tasso di divisione
cellulare ¢ stato analizzato esaminando le sequenze di immagini e contando la divisione
cellulare. I valori riportati in grafico rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre
ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le differenze statisticamente significative
(*p<0.05, **p<0.01) sono indicate da asterischi.
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cellulare di circa il 78% rispetto al controllo. L’utilizzo dei vari inibitori causava una
sostanziale inibizione nel numero cellulare in presenza di medium condizionato dal
glioma (del 46%, 40%, 39%, 55%, 57% e 55% rispetto al controllo, rispettivamente).
Risultati simili sono stati ottenuti per le BBECs (Fig. 10D).

3) Mediante il test “time lapse™ ¢ stato possibile osservare le colture cellulari
durante incubazione in presenza di medium condizionato per 24 h e quantificare il loro
relativo tasso mitotico. Nel caso delle GP8.3, il tasso mitotico risultava notevolmente
incrementato durante le 24 h di incubazione, raggiungendo un incremento di 1.8 volte
rispetto alle cellule controllo (Fig. 10E). La frequenza di replicazione era
significativamente ridotta ai valori controllo in seguito ad incubazione con i rispettivi
inibitori. Risultati simili sono stati ottenuti nel caso delle BBECs (Fig. 10F).

Nel loro insieme, i dati indicano che le chinasi a monte della via di segnale
dipendente dalle PLA, e dalla COX, contribuiscono all’effetto proliferativo stimolato
dal medium condizionato dal glioma, e che l'inibizione dell’AA e la produzione di

prostaglandine (PGI2, E2) ¢ correlata con I'inibizione della proliferazione.

3.3 Migrazione cellulare

La Fig. 11 mostra fotografie rappresentative di colture di cellule endoteliali GP8.3
in seguito al “wounding” in un monolayer e 1’avanzamento del fronte del “wound” al
passare tempo dopo trattamento in presenza o in assenza di media condizionati dai
melanomi.

Effettuando un “wound”nel monolayer cellulare e incubando le cellule per 24 h
con il medium contenente 1% di FBS, la migrazione delle cellule endoteliali di
controllo non ¢ sufficiente a riparare la ferita (Fig. 11). Le immagini mostrano il punto
di inizio (0 h dopo I’incisione), il periodo intermedio (10 h dopo I’incisione) e il punto
finale (20 h dopo I’incisione) dell’analisi.

Il “wound” viene riparato in maniera stereotipata: le cellule polarizzano attorno al
solco, iniziano la protrusione, migrano e ricoprono lo spazio generato dal “wound” (in
circa 36-48 h). L’aggiunta dei media condizionati da SK-MEL28 o OCM-1 alla coltura,
induceva un significativo aumento (2 volte piu alto rispetto alle cellule non stimolate

alle 20 h) delle cellule che migrano all’interno dell’area denudata (Fig. 11).
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Fig. 11 Effetto del medium condizionato di SK-MEL28 ed OCM-1 sulla capacita delle
GP8.3 di riparazione del “wound” in vitro. Le colture di endotelio sono state trattate
come descritto nella sezione Materiali e metodi. Le fotografie digitali prese nelle stesse
posizioni e ai tempi indicati, mostrano la migrazione delle cellule endoteliali all’interno
dell’area deprivata di cellule. Le immagini rappresentative mostrate, sono state prese a
0, 10 e 20 h dopo il “wound”. La scala bar ¢ di 250 pm. L’esperimento ¢ stato ripetuto
tre volte e sono stati osservati risultati simili.

Per evidenziare se 1’aumento della migrazione cellulare e/o proliferazione, in
risposta alla presenza di medium condizionato, fosse direttamente mediato da fattori
attivanti le chinasi, le fosfolipasi o le ciclossigenasi, sono stati aggiunti specifici
inibitori al medium di coltura 90 minuti prima di effettuare il “wound” nel monolayer
cellulare e prima dell’aggiunta del medium condizionato, o di SK-MEL28 o di OCM-1.
La Fig. 12, mostra i risultati del tasso di riparazione della ferita dopo il wounding e il
trattamento con vari agenti. Il trattamento con wortmannina piu LY294002, PD98059,
AACOCF; ed NS-398, in cellule endoteliali incubate con i due media condizionati,
causava un significativo decremento dell’avanzamento del fronte della ferita in funzione
del tempo, in paragone con le cellule endoteliali stimolate dal medium condizionato o
con le cellule controllo (senza aggiunta di medium condizionato). I dati, inoltre,
indicano che I’aggiunta di anticorpo anti-VEGF ai media condizionati riducono la

migrazione endoteliale del 18% e del 20%, comparata ai valori conrollo.
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La Fig. 13 mostra fotografie rappresentative di colture di cellule endoteliali GP8.3
in seguito al “wounding” in un monolayer e I’avanzamento del fronte di migrazione
durante le 24 h, dopo trattamento in presenza o in assenza di medium condizionato del
glioma.

Effettuando un “wound” nel monolayer cellulare e incubando le cellule per 24 h
con il medium contenente 1% di FCS, la migrazione delle cellule endoteliali di
controllo non ¢ sufficiente a riparare la ferita (Fig. 13, controllo, pannelli a e b). Le
immagini mostrano il punto di inizio (0 h dopo I’incisione) e il punto finale (24 h dopo
I’incisione) dell’analisi.

Anche in questo caso le cellule polarizzano attorno al solco, iniziano la
protrusione, migrano e ricoprono lo spazio generato dal “wound” (in circa 36-48 h).
L’aggiunta di medium condizionato dal glioma alla coltura induce un significativo
aumento (1.5 volte piu alto rispetto alle cellule non stimolate alle 24 h) delle cellule che
migrano all’interno dell’area denudata (Fig. 13, pannello c; Fig.14).

L’effetto degli inibitori specifici, aggiunti al medium di coltura 2 h prima di
effettuare il “wound” nel monolayer cellulare e prima dell’aggiunta del medium
condizionato, ¢ mostrato in Fig. 12 (pannelli d-i). Il trattamento con wortmannina,
LY294002, PD98059, AACOCF;, BEL ed NS-398, in quelle cellule stimolate dal
medium condizionato, causa un significativo decremento dell’avanzamento del fronte
della ferita in funzione del tempo, in paragone con le cellule endoteliali stimolate dal
medium condizionato o con le cellule controllo (Fig 13).

Anche la Fig. 14 mostra il tasso di rimarginazione della ferita nelle GP8.3 in assenza o
presenza di medium condizionato.

Quanto trovato indica chiaramente che gli effetti positivi sulla migrazione, dovuti
ad entrambi i1 media condizionati, sono mediati da segnali intra-endoteliali che
coinvolgono il pathway PI3 chinasi/fosfolipasi A,/ERK, che stimolano I’attivita della
COX-2. Sembra quindi, che I’inibizione dell’attivita di COX-2 e 1 prodotti del pathway

della COX-2 possano influenzare la proliferazione e la migrazione endoteliali.
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© wound healing at 24 h; ECs cultured in C6 CM + AACOCF,
: wound healing at 24 h; ECs cultured in C6 CM + BEL

cell wound at 0 h, control
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Fig. 13 Effetto del medium condizionato dal glioma sulla capacita delle GP8.3 di
riparazione del “wound” in vitro. Le colture di endotelio sono state trattate come descritto
nella sezione Materiali e metodi Le fotografie digitali prese nelle stesse posizioni e ai
tempi indicati, mostrano la migrazione delle cellule endoteliali all’interno dell’area
deprivata di cellule. Le immagini rappresentative mostrate, sono state prese a 0 e 24 h
dopo il “wound” (ingrandimento 10 x). Dopo 24 h, i “wounds” erano quasi
completamente chiusi nelle colture trattate con medium condizionato da C6, ma non in
quelle incubate con gli inibitori. La scala bar ¢ di 250 um
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Fig. 14 Quantificazione degli effetti del medium condizionato del glioma sulla
capacita delle GP8.3 di riparazione del “wound” (fronte di migrazione in pum in
funzione del tempo). Il fronte di migrazione cellulare ¢ stato calcolato come descritto
nella sezione Materiali € metodi. I valori riportati in grafico rappresentano la media
dei risultati ottenuti da tre ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le differenze
statisticamente significative (*p<0.05, **p<0.01) sono indicate da asterischi.

3.4 Effetto del VEGF su proliferazione, migrazione ed espressione
della PLA,

Al fine di comprovare che la secrezione tumorale di VEGF, il principale fattore
angiogenico tumorale nel glioma umano, sia responsabile della proliferazione
cellulare, le cellule sono state trattate con il peptide VEGF,¢s. L’aggiunta di questo
(100 ng/mL) o di medium condizionato del glioma ha potenziato significativamente la
proliferazione delle GP8.3 del 52% e del 78%, rispettivamente (Fig. 15A). Al
contrario, I’aggiunta di VEGF-ADb (2 pg/mL) nel medium contenente VEGF 45 € nel
medium condizionato da glioma induceva significativamente una riduzione
dell’incremento proliferativo del 45% e del 68%, rispettivamente. Risultati simili sono
stati ottenuti con 1’aggiunta di anticorpi contro VEGFR-1 e VEGFR-2, recettori del
VEGF molto espressi nelle cellule endoteliali durante la genesi tumorale, dove la
riduzione del tasso mitotico era del 36% e del 40%, rispettivamente (nelle cellule
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Fig. 15 Ruolo del VEGF sulla proliferazione e migrazione delle GP8.3 stimolata dal
medium condizionato dal glioma. Le cellule endoteliali sono cresciute in medium
contenente 1% FCS per 24 h (controllo), con VEGF¢; € con medium condizionato da
C6. Inoltre, sono stati aggiunti al medium di crescita gli anticorpi diretti contro VEGF,
VEGF-R1 e VEGF-R2. Pannello A: il tasso mitotico ¢ stato misurato mediante
microscopio time-lapse. Pannello B: I’effetto degli anticorpi contro VEGF/VEGF-
R1/VEGF-R2 (alle concentrazioni di cui sopra) sulle cellule trattate con medium
condizionato da C6 ¢ stato testato in vitro mediante il “wound healing assay” (fronte di
migrazione in pm in funzione del tempo). Pannello C: I’espressione totale delle proteine
iPLA, e cPLA,, e la forma fosforilata di cPLA, sono state valutate tramite 1’analisi
Western blot. I valori, espressi come unita arbitrarie densitometriche (a.d.u.), sono stati
ottenuti dalla lettura delle intensita delle bande, e rappresentano la media dei risultati
ottenuti da tre ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le barre dei grafici
rappresentano ’intensita netta delle bande proteiche ottenute con il programma Image J.
Le differenze statisticamente significative (*p<0.05, **p<0.01)sono indicate da asterischi.
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trattate con VEGF¢5), ¢ del 49% ¢ del 59% (nelle cellule trattate con il medium
condizionato dal glioma). L’aggiunta di VEGF (100 ng/mL) al medium condizionato
determinava un aumento proliferativo dell’ 85% (Fig. 15A), suggerendo che il medium
condizionato dal glioma, fortificato dal VEGF¢s esogeno, non esprimeva un
importante effetto additivo sul tasso mitotico.

I risultati osservati per la migrazione, dopo aver effettuato il solco sulla piastra di
coltura, indicavano che I’aggiunta di VEGF¢s al medium di crescita ne aumentava
marcatamente i livelli (Fig. 15B) in maniera simile a quelli visti in presenza di medium
condizionato dal C6, ma anche in presenza di medium condizionato dal C6 piu
VEGF 6s5. L’aggiunta dell’anticorpo contro VEGF al medium condizionato dal glioma
sopprimeva la migrazione endoteliale del 38% rispetto a quelle cellule stimolate dal
medium condizionato, ma senza anti-VEGF (Fig. 15B). L’anticorpo contro VEGF era
anche in grado di ridurre fortemente del 47% la migrazione della cellule controllo.
L’utilizzo degli anticorpi diretti contro i recettori del VEGF, VEGFR-1 ¢ VEGFR-2,
confermava 1 dati ottenuti in precedenza. In particolare, ’anti VEGFR-2 era in grado
di ridurre la migrazione indotta dal medium condizionato del C6 nelle 24 h del 58%
(Fig. 15B).

Le analisi Western blot per i campioni trattati in presenza di medium
condizionato supplementato con anticorpi contro VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 hanno
mostrato una forte repressione della forma fosforilata di cPLA,, e un significativo
indebolimento dell’espressione della 1PLA, (Fig. 15C). Queste osservazioni
confermano il ruolo specifico e critico del VEGF e dei suoi recettori nel segnale di

risposta e di regolazione endoteliale.

3.5 Attivita della PLA, e produzione di PGE, e VEGF

Come mostrato in Tabella 1, nelle GP8.3 stimolate dai media condizionati del
melanoma, D’attivitd della PLA, risultava fortemente attivata (188.4% per SK-
MEL28/CM e 154.9% per OCM-1/CM) comparata ai valori controllo. Nei campioni
controllo e in quelli trattati con medium condizionato, la presenza per 24 h di
AACOCEF;3;, un inibitore competitivo di entrambe le PLA,, causava un significativo
decremento nell’attivita enzimatica (38.3% nel controllo; 53.5% e 62.2% per SK-
MEL28 e OCM-1, rispettivamente). La presenza di BEL, inibitore specifico per la

1PLA,, nei campioni controllo e in quelli trattati con medium condizionato, alle stesse
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condizioni sperimentali, ci ha permesso di discriminare tra le due isoforme
enzimatiche della PLA,. Nelle colture controllo, non si osservava una significativa
inibizione dell’attivita enzimatica in presenza di BEL, mentre nelle colture trattate, si
assisteva ad un notevole decremento dell’attivita in PLA, (27.9% per SK-MEL28/CM
e 29.7% per OCM-1/CM), suggerendo un maggior contributo dell’attivita enzimatica
di iPLA; nel mediare il rilascio di AA nelle cellule trattate con medium condizionato..
L’attivita totale delle PLA, era notevolmente inibita in presenza di PD98059 e
wortmannina + LY294002 (45.9% e 50.9% di inibizione nelle cellule trattate con il
medium condizionato di SKMEL?28; 48.2% e 60.8% di inibizione nelle cellule trattate
con il medium condizionato da OCM-1). Risultati simili sono stati ottenuti nel caso del

controllo e delle cellule trattate per le colture primarie BBEC.

Tabella 1

Attivita della PLA, in GP8.3 stimolate e non stimolate dal medium condizionato del

melanoma.
ECs ECs + SK-MEL28/CM | ECs + OCM-1/CM
(pmol/min/mg protein)
Control 19.1 = 0.9 55.1 £ 5.1** 477 £ 3 %%
AACOCF; 11.8+0.77 25.6 £ 1.9%1 18.4 £ 1.31
BEL 149+ 0.6 39,7 + 2.0*F 342 + 2.1*F
PD98059 14.0 = 0.4 29.8 + 1.8*F 252+ 1.17
Witn/LY294002 | 15.9 = 0.8 27.0 £ 1.5%F 19.1 £ 0.87

I valori riportati in grafico rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre
ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le differenze statisticamente significative
dell’attivita enzimatica nelle cellule trattate coni media condizionati comparate alle
cellule controllo, sono indicate da asterischi (* p<0.05, ** p<0.01). Le differenze
statisticamente significative dell’attivita enzimatica misurata in presenza di inibitori,
nel controllo e nelle cellule stimolate dail media condizionati sono indicate dal segno
Tp<0.05.

Come riportato in Tabella 2, nelle GP8.3 stimolate da dal medium condizionato
del glioma, I’attivita della PLA, risultava fortemente attivata (di circa 2,3 volte)
rispetto al controllo. L’uso di AACOCF; causava un significativo decremento

nell’attivita enzimatica (38,1% nel controllo e 32,5% nelle colture trattate,
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rispettivamente). Nelle colture controllo, non si osservava una significativa inibizione
dell’attivita enzimatica in presenza di BEL, mentre nelle colture trattate, si assisteva ad
un notevole decremento dell’attivita in PLA, (47.2%), suggerendo, anche in questo
caso, un maggior contributo dell’attivita enzimatica di iPLA; nel mediare il rilascio di
AA nelle cellule trattate con medium condizionato. L’attivita totale delle PLA, era
notevolmente inibita in presenza di PD98059, wortmannina ed L.Y294002 (36.5%,
38.7% e 42.3% di inibizione in presenza di medium condizionato). Risultati simili
sono stati ottenuti nel caso del controllo e delle cellule trattate per le colture primarie
BBEC.

Questi ultimi dati mostrano chiaramente il coinvolgimento di PI3K ed ERK1/2,

nella via di segnale che attiva principalmente la cPLA,, e indicano che queste chinasi

agiscono a monte della cPLA,.

Tabella 2
Attivita della PLA, in GP8.3 e BBEC stimolate e non stimolate dal medium

condizionato del glioma

GP8.3ECs |GP8.3ECs+C6 CM BBEC BBEC + C6 CM
(pmol/min/mg protein)
Control 22.0£1.9 |50.6 £ 6.3%* 14809 |31.7%4.2%
AACOCF; | 13.6 £ 0.57 |34.4 £ 4.61 93%04 19.6 £ 2.67
BEL 174+ 13 |26.7x 1.87 109+0.7 |21.1£1.4F
PD98059 |14.0+0.77 |32.1 £2.0f 9.7£0.9 18.6 £ 4.17
Wtm 16.6 0.7 |31.0% 3.57 10.1 £0.5 |[21.1 3.0
LY294002 | 15.0 £ 1.5 |29.2+ 531 11.0£09 [202%227

I valori riportati in grafico rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre ripetizioni
diverse dello stesso esperimento. Le differenze statisticamente significative dell’attivita
enzimatica nelle cellule trattate con medium condizionato da C6 sono indicate da asterischi
(**p<0.01). Le differenze statisticamente significative dell’attivita enzimatica misurata in
presenza di inibitori, nel controllo e nelle cellule stimolate dal medium condizionato da C6
sono indicate dal segno "p<0.05.

I livelli della produzione basale di PGE, e di VEGF nel surnatante delle ECs controllo,
dosati mediante ELISA (Tabella 3), avevano valori di 21 pg/mL e 10 pg/mL,

rispettivamente, mentre 1 livelli trovati nel medium condizionato collezionato da
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colture di C6 (per 24 h di incubazione) raggiungevano valori di 105 pg/mL (un
incremento di 5 volte rispetto al surnatante dei campioni controllo) e 139 pg/mL (13,9
volte piu alto rispetto al surnatante controllo), rispettivamente. I livelli di PGE, e
VEGF nel surnatante collezionato da endotelio stimolato dal medium condizionato da
C6 per 24 h, erano di 181 pg/mL and 142 pg/mL, ripettivamente. Inoltre, nel
surnatante delle colture trattate con medium condizionato da C6 in presenza degli
inibitori BEL ¢ AACOCEFs;, i livelli di PGE; erano di 127 pg/mL e 112 pg/mL,
rispettivamente. Le PGE,, non sono state riscontrate nel surnatante di colture cellulari

trattate con NS-398, inibitore di COX-2.

Tabella 3
Produzione di PGE, e VEGF nei media condizionati da C6 e nel surnatante delle
GP8.3 stimolate dal medium condizionato del glioma.

PGE, VEGF
(pg/mL)
C6 CM 105 £ 9.3* 139 £ 11.2*
GP8.3 ECs (control) 21 £ 1.7 1004
GP8.3 ECs + C6 CM 181 & 16.4*T8 142 + 11.6*7
GP8.3 ECs + C6 CM + AACOCEF; 112+ 9.8
GP8.3 ECs + C6 CM + BEL 127 £10.5

I valori riportati in grafico rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre ripetizioni diverse
dello stesso esperimento. Il segno * (p < 0.01) ¢ riferito alle cellule controllo; il segno T (p <
0.05) ¢ riferito al medium condizionato dal glioma; il segno § (p < 0.05) ¢ riferito alle cellule
stimolate dal medium condizionato piu gli inibitori AACOCF3 (2.5 mM) e BEL (50 mM).

3.6 Elettroporazione

Un ulteriore approccio al fine di verificare il coinvolgimento delle attivita di
cPLA; e iPLA, ¢ stato fornito mediante 1’incorporazione degli anticorpi anti-cPLA2 e
anti-iPLA; nelle cellule endotaliali. Le cellule sono state elettroporate per 1’inserzione di
anticorpi in condizioni ottimali senza influire sulla loro integrita fisiologica. Per
I’esperimento svolto nel caso di trattamento con 1 media condizionati dalle due linee di
melanoma, come mostrato in Fig. 16, 1 risultati ottenuti sono stati in linea con quanto
atteso: il legame dell’anticorpo anti-cPLA; con il corrispondente enzima intracellulare
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ha abolito la proliferazione cellulare indotta dai due media condizionati (inibizione
dell’83% per SK-MEL28 e del 76% per OCM-1, in comparazione con i valori osservati
per cellule elettroporate stimolate dai media condizionati dai melanomi), mentre
I’elettroporazione di anti-IgG di controllo non ha avuto effetti né sulle cellule controllo
(senza incubazione con i1 media) né su cellule endoteliali stimolate dai media
condizionati.

I dati mostrati sono indicativi perché suggeriscono direttamente la presenza
all’interno della cellula del complesso cPLA-anticorpo anti-cPLA,, e indirettamente
forniscono una spiegazione dell’inibizione della formazione di derivati idrolitici a

partire da substrati fosfolipidici.

[ control cells

control electroporated cells

control anti-lgG electroporated cells

[ control anti-lgG electroporated cells + melanoma CM
[l control electroporated cells + melanoma CM

[] anti-cPLA; electroporated cells + melanoma CM
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e
id
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absorbance (Ams nm/A 492"
(=]
e

SK-MEL28 CM OCM-1 CM

Fig. 16 Effetto dell’anticorpo anti-cPLA, elettroporato all’interno delle GP8.3 sulla
proliferazione cellulare indotta dal medium condizionato. La proliferazione cellulare
¢ stata misurata mediante il test della BrdUr. I dati mostrati rappresentano la media
dei risultati ottenuti da tre ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le differenze
statisticamente significanti sono indicate da asterischi, *p<0.05.

Come mostrato in Fig. 17, la quale si riferisce al saggio svolto per trattamento
delle GP8.3 con il medium condizionato dal glioma, gli anticorpi, una volta penetrati
nelle cellule, legavano il corrispondente enzima intracellulare, bloccando la
proliferazione indotta dal medium condizionato da glioma (Fig. 17A, cell number,
inibizione del 17% e del 28% rispettivamente; Fig. 17B, mitotic rate, inibizione del

15% e del 30%, rispettivamente); mentre 1'introduzione, in quei campioni, di anticorpo
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anti-IgG non ha avuto effetti né sulle cellule controllo, né sulle cellule trattate con
medium condizionato. Una maggiore inibizione ¢ stata riscontrata con l'aggiunta di
entrambi gli anticorpi anti-cPLA; e anti-iPLA,, suggerendo che ambedue le PLA; sono
responsabili dell'aumento proliferativo visto in presenza di medium condizionato dal
glioma. L’utilizzo di questa tecnica ci ha permesso di valutare lo specifico effetto della
cascata della cPLA, sulla proliferazione cellulare dopo trattamento con i media

condizionati.
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Fig. 17 Effetto dell’elettroporazione con anticorpi anti-cPLA, e iPLA, sulla
proliferazione delle cellule endoteliali indotta dal medium condizionato da C6. Pannello
A: la proliferazione ¢ stata misurata contando le cellule vitali tramite il “trypan blue
exclusion assay”. I risultati sono espressi come percentuale di cellule vitali sul numero
totale di cellule. Pannello B: il tasso mitotico (espresso come percentuale di cellule
replicanti per numero totale di cellule) ¢ stato misurato mediante miscroscopio time-
lapse. I valori riportati in grafico rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre
ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le differenze statisticamente significative
(*p<0.05, **p<0.01) sono indicate da asterischi.
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3.7 Saggio di trasfezione di siRNA

Dall’analisi Western blot si € potuto osservare come l'espressione basale di
entrambe le proteine cPLA, e iPLA, era fortemente attenuata nei campioni trasfettati
(100 nmol/mL siRNA, Fig. 18A, punto 3), rispetto a quelli trasfettati con un vettore

vuoto (controllo, punto 1) e con siRNA no-targeting aspecifico (punto 2).
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Fig. 18 Contributo delle PLA, nell’induzione della proliferazione e motilita cellulare
stimolata dal medium condizionato da C6 sulle GP8.3. Le cellule sono state trasfettate
con e senza siRNA e con siRNA no targeting. Pannello A: Le analisi Western Blot
effettuate sulle colture cellulari confermano la drastica riduzione dei livelli proteici delle
PLA, per quei campioni trattati con siRNA—treated. Pannello B: misurazione del tasso
mitotico. Pannello C: viabilita cellulare. I valori riportati in grafico rappresentano la
media dei risultati ottenuti da tre ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le
differenze statisticamente significative (*p<0.05, **p<0.01) sono indicate da asterischi.
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La trasfezione di cellule con siRNA rivolto verso cPLA, e iPLA, riduceva
significativamente il numero di cellule stimolate dal medium condizionato del glioma
(Fig. 18B) di circa il 43% (iPLA;) e il 48% (cPLA);), e la migrazione cellulare (Fig.
18C) di circa il 36% e il 31%, rispettivamente, in comparazione ai campioni controllo.
Questi risultati dimostrano ancora una volta che l'inibizione di c¢cPLA, ¢ iPLA;
determina una diminuzione della proliferazione cellulare e che l'attivita delle PLA,

gioca un importante ruolo nell’induzione proliferativa.

3.8 Espressione delle PLA, ed effetto degli inibitori delle chinasi

Per chiarire il ruolo delle fosfolipasi A, calcio-dipendente e calcio-indipendente,
sul release di acido arachidonico stimolato dal medium condizionato di ambedue i tipi
tumorali sulla proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali, ¢ stata analizzata
I’espressione proteica e D’attivazione delle fosfolipasi mediante analisi di Western
blotting.

I risultati dimostrano che in sistemi di co-cultura che permettono la diffusione di
fattori solubili presenti nel medium condizionato da melanoma per 24 h, le cellule
endoteliali esprimono livelli proteici di cPLA; ed iPLA; piu alti rispetto alle colture
controllo (senza aggiunta di medium condizionato), rispettivamente del 42% e del 60%
per SK-MEL28 e del 50% e 70% per OCM-1 (Fig. 19A, 19B e 19C). Un eguale
caricamento di proteine nelle varie lanes della membrana ¢ stato dimostrato
dall’intensita similare delle bande di actina. I risultati mostrano che nelle cellule
endoteliali stimolate dai media condizionati, 1’incremento dell’attivita totale delle
fosfolipasi (vedere Fig. 8) potrebbe essere realmente mediata da entrambi gli enzimi,
cPLA, e iPLA,.

L’incubazione con entrambi 1 media condizionati da melanoma, ha inoltre indotto
un incremento della forma fosforilata della cPLA, endoteliale dell’87% (SK-MEL28) e
dell’84% (OCM-1), in confronto alle cellule controllo cresciute senza nessuna aggiunta
di medium condizionato. Sembra che nell’endotelio la forma costitutivamente
fosforilata della cPLA, sia un 30% della forma totale dell’enzima, come descritto
precedentemente [195,196]. In tal modo, D’incremento della sintesi e della
fosforilazione della cPLA, (rapporto p-cPLA,/cPLA; da 0.33 a 1.29 per SK-MEL2S, e
da 0.30 a 0.86 per OCM-1), potrebbe confermare un incremento dell’attivita della
cPLA; (vedere Fig. 8).
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Fig. 19 Effetto del medium condizionato di SK-MEL28 ed OCM-1 sull’espressione
della cPLA, totale (pannelli A e B), iPLA, (pannello C), e delle forme fosforilate di
cPLA,; in cellule endoteliali GP8.3. Sono indicati i rapporti delle intensita di banda per
p-cPLA,/cPLA, totale. Le membrane sono state trattate con il sistema di rilevazione
ECL Plus per Western Blotting ed esposte alle lastre fotografiche (Kodak) per lo stesso
periodo di tempo. I valori, espressi come unita arbitrarie densitometriche (a.d.u.), sono
stati ottenuti dalla lettura delle intensita delle bande, e rappresentano la media dei
risultati ottenuti da tre ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le barre dei grafici
rappresentano l’intensita netta delle bande proteiche ottenute con il programma Scion
Image. Le differenze statisticamente significanti sono indicate da asterischi, *p<0.05,
**p<0.01, comparando le colture di cellule trattate con le cellule controllo cresciute
senza trattamento.
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Per sondare il possibile meccanismo di signaling mediante il quale i media
condizionati dei melanomi possano mediare la fosforilazione della cPLA, endoteliale,
sono stati utilizzati una batteria di tre inibitori, quelli della fosforilazione della PI3-
chinasi responsabile della fosforilazione a monte della PKCa e di ERK1/2 endoteliali
(miscela di wortmannina ed LY294002), e PD98059 contro la chinasi MEKI.
Wortmannina piu LY294002 hanno inibito in maniera significativa a livello basale
(rapporto p-cPLA,/cPLA; da 1.29 a 0.25 per SK-MEL28, e da 0.86 a 0.11 per OCM-1)
I’espressione della forma fosforilata della cPLA; endoteliale in presenza di entrambi gli
inibitori (Fig. 19A e B).

La pre-incubazione dell’endotelio con una miscela di wortmannina ed LY294002
per 24 h, non ha apportato significativi cambiamenti della viabilita delle GP8.3 (test
MTT, media di quattro esperimenti indipendenti), comparata alle cellule controllo non
trattate. Gli stessi risultati sono stati ottenuti con 1’'uso di PD98059 quando utilizzato in
colture di endotelio trattate con medium condizionato (dati non mostrati).

In un set di esperimenti preliminari, ¢ stato confermato che i livelli proteici della
SPLA,(ITA) in colture di cellule endoteliali immortalizzate GPS8.3, erano appena
percepibili e, inoltre, ¢ stato trovato che sPLA,(I[A) non subisce alcuna up-regolazione
né induzione da parte del medium condizionato (dati non mostrati). Il fluido sinoviale
proveniente da pazienti sofferenti di osteoartrite infiammatoria, dopo appropriato
consenso informato, ¢ stato utilizzato come controllo positivo della sSPLA,(IIA).

Ventiquattro ore di esposizione al medium condizionato del glioma
determinavano un significativo incremento nell’espressione totale delle PLA2 e
rispettivamente di 1.7 volte nel caso di iPLA2 e 2.5 volte per cPLA2. I risultati
mostrano che nelle cellule endoteliali stimolate dal medium condizionato, 1’incremento
dell’attivita totale delle fosfolipasi (Fig. 20) potrebbe essere realmente mediata da
entrambi gli enzimi, cPLA, ¢ iPLA,.

Inoltre, le cellule trattate con il medium condizionato mostravano un incremento
nella forma fosforilata di cPLA2 di 5.6 volte rispetto al controllo. Anche in questo caso,
I’incremento della sintesi e della fosforilazione della cPLA, (rapporto p-cPLA,/cPLA,
da 0.37 a 0.88 per le cellule trattate con medium condizionato), potrebbe confermare un
incremento dell’attivita della cPLA,.

Per comprovare che il medium condizionato dal glioma possa mediare la

fosforilazione della cPLA2 endoteliale, sono stati utilizzati gli inibitori relativi alla
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Fig. 20 Effetto del medium condizionato dal glioma sull’espressione di iPLA, (pannello
A) e sull’espressione di cPLA, e della sua forma fosforilata (pannello B). I valori,
espressi come unita arbitrarie densitometriche (a.d.u.), sono stati ottenuti dalla lettura
delle intensita delle bande, e rappresentano la media dei risultati ottenuti da tre ripetizioni
diverse dello stesso esperimento. Le barre dei grafici rappresentano 1’intensita netta delle
bande proteiche ottenute con il programma Image J. Le differenze statisticamente
significative (*p<0.05, **p<0.01) sono indicate da asterischi.

fosforilazione della PI3-chinasi. PD98059 e wortmannina erano in grado di inibire

significativamente a livelli quasi basali (rapporto p-cPLA,/cPLA, da 0.88 a 0.20 o 0.26 per
le cellule trattate con il medium condizionato) 1’espressione della forma fosforilata di cPLA,

(Fig. 20B). Gli stessi risultati sono stati ottenuti con 1’utilizzo di LY294002.

3.9 Up-regulation del’mRNA di cPLA, e iPLA, da parte dei

media condizionati

Dato che la presenza dei media condizionati tumorali nella coltura di cellule
endoteliali ha prodotto un incremento della sintesi proteica di cPLA,, sono stati
analizzati anche i livelli del’'mRNA di cPLA, e iPLA, mediante RT-PCR, dopo
incubazione con i media condizionati da melanoma e da glioma per 24 h.

Come mostrato nelle Fig. 21 e 22, e in accordo con gli effetti sull’espressione
proteica della cPLA,, i media condizionati del melanoma e del glioma inducono un
importante incremento dell’mRNA dell’enzima endoteliale. Lo studio ¢ stato esteso
anche all’mRNA della forma calcio indipendente della PLA,. I risultati indicano che
nelle cellule endoteliali cresciute in presenza dei media condizionati, il gene dell’iPLA,

¢ costitutivamente espresso, € che i fattori solubili rilasciati nel medium dalle cellule
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Fig. 21 Effetto dei media condizionati delle due linee di melanoma SK-MEL28 e
OCM-1 sull’espressione dell’mRNA di cPLA,; ed iPLA, nelle GP8.3. Sono mostrati
dei gels rappresentativi di tre ripetizioni differenti dello stesso esperimento. I risultati
mostrati rappresentano la media di tre esperimenti indipendenti. Le differenze
statisticamente significanti (**p<0.01) sono indicate da asterischi, comparando le
cellule endoteliali trattate con i media condizionati, con le cellule controllo, cresciute
senza trattamento.
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Fig. 22 Effetto del medium condizionato dal glioma sull’espressione del’'mRNA di
cPLA, ed iPLA,; nelle GP8.3. Sono mostrati dei gels rappresentativi di tre ripetizioni
differenti dello stesso esperimento. I risultati mostrati rappresentano la media di tre
esperimenti indipendenti. Le differenze statisticamente significanti (**p<0.01) sono
indicate da asterischi, comparando le cellule endoteliali trattate con i media
condizionati, con le cellule controllo cresciute senza trattamento.
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cancerose, causano un incremento nell’espressione dell’mRNA. Quindi 1’aumento

dell’espressione proteica di cPLA; e di iPLA; collima con i livelli dei rispettivi mRNA.

3.10 Espressione delle COX ed effetto degli inibitori specifici

La presenza dei media condizionati induce un significativo incremento dei livelli
proteici dell’enzima COX-2, rispetto al controllo rispettivamente dell’80% per SK-
MEL28 e del 60% per OCM-1 (Fig. 23).
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Fig. 23 Effetto dei media condizionati di SK-MEL28 ¢ OCM-1 sull’espressione
proteica di COX-1 e COX-2 in cellule endoteliali GP8.3. Le bande immunoreattive
sono state visualizzate mediante chemioluminescenza (sistema ECL
dell’Amersham). I valori, espressi come unita arbitrarie densitometriche (a.d.u.),
sono stati ottenuti dalla lettura delle intensita delle bande, e rappresentano la media
dei risultati ottenuti da almeno tre ripetizioni diverse dello stesso esperimento. Le
barre dei grafici rappresentano I’intensita netta delle bande proteiche ottenute con il
programma Scion Image. Le differenze statisticamente significanti (**p<0.01) sono
indicate da asterischi, confrontando colture di cellule trattate con colture di cellule
controllo.

Entrambi 1 media condizionati non inducevano nessun cambiamento
dell’espressione di COX-1. L’utilizzo di NS-398, specifico inibitore dell’attivita di
COX-2, non induceva significativi cambiamenti nell’espressione dell’enzima, come

atteso per un inibitore che ne inibisce ’attivita catalitica.
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In aggiunta, ¢ stato osservato che il medium condizionato di SK-MEL28 stimola
I’attivita della COX-2 di 9.2 volte, e OCM-1 di 8.5 volte, mentre I’attivita di COX-1 non
mostra nessun cambiamento in entrambi 1 sistemi. L’incubazione dell’endotelio con NS-
398 causa un brusco decremento della sola attivita della COX-2 di 7.8 volte.

I Western blot relativi a COX-1 e COX2 delle cellule endoteliali controllo e di
quelle trattate con medium condizionato dal glioma (Fig. 24) evidenziano, anche in
questo caso, che la presenza del medium condizionato attiva in maniera significativa la
forma inducibile dell'enzima COX2. La forma costitutiva sembra essere ben espressa,
sia nelle cellule controllo che in quelle trattate e non subisce cambiamenti dopo

incubazione con il medium condizionato.
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Fig. 24 Effetto del medium condizionato dal glioma sull’espressione di COX-1 e COX-2
Questi risultati indicano un contributo importante dell’attivita di COX-2 nella

sintesi dei prostanoidi endoteliali, e nella proliferazione e migrazione dell’endotelio in

seguito all’esposizione ai media condizionati tumorali.
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3.11 Espressione di PKCa ed ERK1/2 ed effetto degli inibitori

specifici

L’enzima PKCa risulta essere coinvolto nella fosforilazione di p42/44 MAPK
stimolata dalle cellule tumorali mediante la via Raf-MEK. Questo suggerisce
indirettamente che 1’attivazione della PLA, nelle cellule endoteliali ¢ mediata dalla
PKCa. Abbiamo, pertanto, analizzato, nel nostro sistema modello, ’attivazione di
questi due enzimi.

I risultati hanno mostrato che le cellule endoteliali, cresciute in presenza dei media
condizionati dal melanoma per 24 h, esprimvano la forma totale della PKCa agli stessi
livelli del controllo (Fig. 25A). Inoltre i risultati hanno indicato che nelle cellule
endoteliali stimolate con il medium condizionato di SK-MEL28, la forma fosforilata
PKCa*™7 era piut del 54%, comparata alle cellule controllo cresciute in assenza di
medium condizionato, mentre era del 50% in cellule endoteliali stimolate dal medium di
OCM-1.

Una fosforilazione di base della PKCa (circa 70% del pool totale) ¢ stata rilevata
nelle cellule endoteliali non stimolate [66]. La serina 657 nella PKCo ¢ un sito di
fosforilazione presente all’interno del dominio catalitico, che controlla la fosforilazione
in altri siti (autofosforilazione) della stessa proteina [199,200]. E’ stato quindi
esaminato il potenziale controllo dell’espressione della PKCa da parte di una miscela
di wortmannina piu LY294002, che sopprime quasi al livello basale I’espressione della
forma fosforilata della PKCa endoteliale, aumentata dall’esposizione al medium
condizionato (rapporto p-PKCo/PKCa dal.50 a 0.77 per SK-MEL28 e da 0.90 a 0.40
per OCM-1).

I dati indicano quindi, che le cellule endoteliali immortalizzate hanno un buon
livello di PKCa endogeno, che viene significativamente incrementato dell’esposizione
per 24 h al medium condizionato dei melanomi. Il trattamento dell’endotelio con
inibitori delle chinasi, ha effettivamente ridotto la presenza all’interno della cellula
della PKCo fosforilata ai livelli del controllo, mostrando evidenze che i fattori solubili
rilasciati dalle cellule di melanoma hanno indotto un incremento dell’espressione
proteica della PKCao e della sua attivazione da parte delle chinasi che catalizzano la

loro attivita a monte, e che I’espressione della PKCa gioca un ruolo chiave nella
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Fig. 25 Effetto dei media condizionati di SK-MEL28 e OCM-1 sull’espressione
proteica di PKCa (pannello A), ERK1/2 (pannello B) e delle loro forme fosforilate
nelle GP8.3. Le bande immunoreattive sono state visualizzate mediante
chemioluminescenza (sistema ECL dell’ Amersham). I valori, espressi come unita
arbitrarie densitometriche (a.d.u.), sono stati ottenuti dalla lettura delle intensita delle
bande, e rappresentano la media dei risultati ottenuti da almeno tre ripetizioni
diverse dello stesso esperimento. Le barre dei grafici rappresentano I’intensita netta
delle bande proteiche ottenute con il programma Scion Image. Le differenze
statisticamente significanti (**p<0.01) sono indicate da asterischi, confrontando
colture di cellule trattate con colture di cellule controllo.

proliferazione e nella migrazione endoteliali indotte dai media condizionati del
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Inoltre, come mostrato in Figura 25B, la presenza nelle colture endoteliali di
entrambi 1 media condizionati, non ha prodotto cambiamenti o incrementi
nell’espressione della forma totale di p42/p44 MAPK (ERK1/2). Sono stati invece
osservati incrementi della forma fosforilata di ERK1/2 del 30% (SK-MEL28) e 70%
(OCM-1), rispetto al controllo.

Il medium condizionato dal glioma ha avuto significativi effetti sull’espressione
totale dell’enzima PKCoa comparati alle cellule controllo (Fig. 26A); tuttavia, si
verificava un incremento di 2.2 volte nell’espressione della forma fosforilata della
PKCa 7 con livelli di fosforilazione basale intorno al 70% nelle cellule controllo
[66]. L’aggiunta degli inibitori wortmannina ed LY294002 sopprimeva a livello quasi
basale 1’espressione della forma fosforilata della PKCo endoteliale, aumentata
dall’esposizione al medium condizionato (rapporto p-PKCo/PKCa da 0.66 a 0.42
rispettivamente).

La PKC ¢ coinvolta nella regolazione della PLA,; intracellulare in diversi tipi
cellulari. L’importante effetto degli inibitori dell’attivita di fosforilazione a monte
osservato nelle cellule endoteliali, potrebbe dipendere dalla funzione chiave svolta dalle
isoforme della PKC nel controllo della fosforilazione di base di molte proteine
regolatrici target, presenti in tutti i compartimenti cellulari, che includono anche la
fosfolipasi A,, sia in eventi cellulari precoci (contrazione e metabolismo, per esempio)
che eventi tardivi (differenziazione, proliferazione).

Relativamente all’enzima ERK, come mostrato in Fig. 26B, la presenza del
medium condizionato dal glioma nelle colture endoteliali, non ha prodotto
cambiamenti o incrementi nell’espressione della forma totale (ERK1/2, doppia banda).
E’ stato invece osservato un aumento della forma fosforilata di 2.7 volte (per la p42) e
di 1.2 volte (per la p44) ripettivamente, comparati al controllo. Sembra che nelle
cellule endoteliali la forma costitutivamente fosforilata di ERK1/2 sia circa il 30%
della forma totale della proteina, come descritto precedentemente [66,196]. In
aggiunta, questi dati indicano che nell’endotelio la fosforilazione di ERK e
I’attivazione della PLA, coincidono. Wortmannina ed LY294002 sono stati in grado di
inibire in maniera significativa al livello basale, I’espressione, stimolata dai media
condizionati tumorali, della forma fosforilata di ERK1/2, indicando che I’attivazione

delle MAP chinasi € un processo regolato a monte dall’attivita della PI3 chinasi.
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Fig. 26 Effetto del medium condizionato dal glioma sull’espressione degli enzimi PKCa,
(panel A), ERK1/2 (panel B) e delle loro forme fosforilate sulle GP8.3. Le differenze
statisticamente significanti (**p<0.01) sono indicate da asterischi, comparando le cellule
endoteliali trattate con il medium condizionato, con le cellule controllo cresciute senza
trattamento.

3.12 Microscopia confocale

Con I'utilizzo di un microscopio confocale, abbiamo investigato I’attivazione e la
localizzazione subcellulare di cPLA,, ERK1/2, PKCa e COX-2, in cellule endoteliali
incubate per 24 h con 1 media condizionati di SK-MEL28 o0 OCM-1.

In Fig. 27 ¢ mostrata I’espressione della cPLA, e della sua forma fosforilata
nell’endotelio, in assenza o presenza del medium condizionato di SK-MEL28. Le
cellule sono state marcate doppiamente con un anticorpo monoclonale anti-cPLA;
accoppiato ad un anticorpo secondario marcato con il fluorocromo rosso CY3, o con un
anticorpo monoclonale anti-p-cPLA, accoppiato ad un anticorpo secondario legato ad
un fluorocromo verde.

L’intensita di fluorescenza ¢ stata acquisita separatamente con filtri per il CY3
(pannelli a-a’’) e per il FITC (pannelli b-b’’) ed ¢ stata anche riportata la
sovrapposizione delle due immagini (pannelli c-c’’). Come mostrato in Fig. 27 (a’,b’), il
segnale di fluorescenza associato a cPLA; e alla sua forma fosforilata, ¢ marcatamente

piu alto nelle cellule endoteliali cresciute con medium condizionato da SK-MEL28
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rispetto all’endotelio controllo. Il merge delle due immagini mostra un incremento
dell’espressione di entrambe le forme dell’enzima (c’).

L’uso di AACOCF; non causa nessun cambiamento dell’espressione dell’enzima
(a’’-c’’). Nelle colture di endotelio, la presenza di wortmannina piu LY294002 causa
una marcata riduzione a livello basale dell’intensita di fluorescenza associata alla cPLA,
e alla sua forma fosforilata (dati non mostrati).

Gli stessi risultati sono stati ottenuti per 1’espressione della forma totale di
ERK1/2 e della sua forma fosforilata. PD98059, quando usato nelle colture di endotelio
stimolate dal medium condizionato del melanoma, riduce marcatamente, quasi al livello
basale, I’intensita di fluorescenza delle due forme dell’enzima (d’’-f*’). Nell’endotelio
controllo il segnale di immunofluorescenza per la cPLA; o per ERK1/2 sono quasi
percepibili sia nel citoplasma che nei sistemi di membrana (pannelli a-a’’ e d-d’’,
rispettivamente). Le condizioni di coltura con il medium condizionato, fanno aumentare
fortemente il segnale di immunofluorescenza rosso (associato all’attivazione di cPLA;e
di ERK1/2) all’interno del citoplasma endoteliale e particolarmente all’interno del

nucleo (pannelli a’-c’ e d’-f°).
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I risultati mostrati, comportano che la cPLA; e i suoi prodotti, dopo stimolazione
dell’endotelio per 24 h con i media condizionati del melanoma, giocano un ruolo chiave
nelle funzioni nucleari, come per esempio 1’espressione genica e la proliferazione
cellulare.

Per studiare la fluorescenza della PKCa e della sua forma fosforilata, le cellule
endoteliali sono state marcate con un anticorpo monoclonale anti-PKCa accoppiato ad
un anticorpo secondario marcato con il fluorocromo rosso CY3, o con un anticorpo
policlonale anti-p-PKCa accoppiato ad un anticorpo secondario legato ad un
fluorocromo verde, e le immagini sono state acquisite separatamente con filtri per il
CY3 e peril FITC.

In Fig. 28, il livello di fluorescenza rosso (a’) relativo alla PKCa totale, suggerisce
che non vi sia nessun incremento nell’espressione proteica dell’enzima, dopo
incubazione con il medium condizionato di SK-MEL28 per 24 h, comparato al controllo
(pannello a). La maggior parte del pool dell’isoforma PKCa sembra essere traslocata a
livello della regione perinucleare e nel nucleo delle cellule endoteliali.

Tuttavia si osserva un aumento del segnale di immunofluorescenza della forma
fosforilata (b’) nell’endotelio incubato con il medium condizionato di SK-MEL2S,
rispetto al controllo (b).

Il segnale di fluorescenza associato alla forma basale e costitutiva della p-
PKCa sembra essere presente sia nel citoplasma che nei sistemi di membrana (pannelli
a-b), come confermato dal merge delle singole immagini al confocale (pannello c). In
seguito all’incubazione con il medium condizionato di SK-MEL28, il merge delle
immagini al confocale (pannello c’) mostra una considerevole sovrapposizione del
FITC, associato alla p-PKCa, e del CY3, associato alla PKCa, nella regione
perinucleare e in maniera diffusa nel corpo cellulare.

L’uso congiunto di wortmannina ed LY294002, quando usati nelle colture di
endotelio incubate con medium condizionato di SK-MEL28, causano un decremento
significativo della fluorescenza della forma fosforilata dell’enzima (a’’-¢”’

Dal momento questi due inibitori sono stati capaci di bloccare la fosforilazione
della PKCa, questo risultato ¢ in accordo con il concetto che la PKCa agisce a valle

delle tirosina chinasi e della PI3K nella via di segnale endoteliale.
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E’ stata investigata anche la fluorescenza di COX-2, un enzima funzionalmente e
topograficamente associato alla cPLA; [201]. Le cellule endoteliali sono state marcate
con un anticorpo monoclonale anti-COX-2 accoppiato ad un anticorpo secondario
marcato con il fluorocromo rosso CY3, o con un anticorpo policlonale diretto contro il
fattore di von Willebrandt (vWF) accoppiato ad un anticorpo secondario legato ad un
fluorocromo verde (per evidenziare I’architettura delle cellule endoteliali).

Il medium condizionato di SK-MEL28 induce un incremento della fluorescenza
dell’enzima nelle cellule endoteliali condizionate (d’-f”) rispetto al controllo. L’uso di
NS-398, inibitore dell’attivita enzimatica dell’enzima, non riduce a livello basale
I’intensita della fluorescenza di COX-2 (pannelli d”’-f*”).

La Fig. 29 mostra i merges delle immagini al confocale ottenute usando le cellule
endoteliali cresciute in presenza del medium condizionato di OCM-1 per 24h.

Gli enzimi presi in considerazione, cPLA; piu p-cPLA,, ERK1/2 piu p-ERK 1/2,
PKCa piu p-PKCa, and COX-2, sono stati espressi a livelli piu alti nelle cellule trattate
con il medium condizionato (pannelli a’-d”) che nel controllo (pannelli a-d).

Un decremento notevole della fluorescenza ¢ stato osservato per ERK1/2-p-
ERK1/2 e PKCa-p-PKCa (merges) utilizzando gli specifici inibitori (PD98059 e
wortmannina/L.Y294002) (b’’-¢’”). Come atteso, gli inibitori competitivi AACOCF; ed
NS-398 non modificano il segnale di immunofluorescenza (a’’, d’’).

Le immagini separate che contribuiscono ai merges, sono state analizzate
individualmente per la determinazione delle intensita di emissione per cPLA, e p-
cPLA,, ERK1/2 e p-ERK1/2, PKCa e p-PKCa, COX-2 e vWF, con un software del
microscopio confocale Olympus FV1000 e in grafico sono stati riportati 1 valori dei
pixels all’interno delle cellule su una scala da 0 a 100 pixels (unita arbitraria di
fluorescenza) per ’analisi quantitativa. L’intensita di fluorescenza ¢ stata determinata e

corretta per il background misurato in aree prive di cellule.
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Fig. 29 Microscopia confocale. Espressione e localizzazione cellulare delle PLA,,
ERK1/2, PKCa ¢ COX-2 nelle GP8.3 (merges delle immagini). I monolayers
cellulari sono stati lavati, fissati, permeabilizzati e marcati come descritto in
Materiali e Metodi. Le immagini delle cellule endoteliali controllo (cellule cresciute
senza trattamenti), sono mostrate nei pannelli (a-d) (sequenza orizzontale), mentre
quelle delle cellule trattate con il medium condizionato di OCM-1 sono mostrate nei
pannelli (a’-d’). Sono mostrate le immagini delle cellule endoteliali cresciute in
presenza del medium condizionato di OCM-1 piu I’inibitore AACOCF; (50 pum)
(pannello a’), PD98059 (20 um) (pannello b’’), la miscela di wortmannina
(60 nM)/LY294002 (20 pm) (pannello c¢’’) o NS-398 (50 pum) (pannello d’’).
L’ingrandimento usato ¢ 40X. Gli esperimenti sono stati ripetuti diverse volte (3-4
gruppi indipendenti di cellule). Nei grafici, i quadrati neri e i cerchi bianchi
rappresentano i valori delle intensita (pixels, in unita arbitrarie, a.u.) delle immagini
singole per la cPLA,, ERK1/2, PKCa e le loro forme fosforilate, o COX-2 e vWF.
*p<0.05, **p<0.01, confrontando i valori nelle colture di cellule trattate con medium
condizionato (CM) o con medium condizionato piu inibitore (CM+I) con i rispettivi
controlli (C).

La Fig. 30 mostra I’intensita di fluorescenza nelle BBEC per gli enzimi cPLA, e p-
cPLA,, ERK1/2 e p-ERK1/2, PKCa e p-PKCa, COX-2 e vWF. Le cellule trattate con
medium condizionato da OCM-1 esprimevano livelli significativamente elevati di p-

cPLA,, p-ERK 1/2, p-PKCa, e COX-2 comparate alle cellule controllo. Gli inibitori
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specifici wortmannina piu LY294002 e PD98059, quando usate in colture stimolate dal
medium condizionato da OCM-1, riducevano marcatamente 1’intensita di fluorescenza
degli enzimi p-PKCa e p-ERK1/2 (pannelli b e ¢) quasi a livelli basali, mentre
AACOCF3 e NS-398 non determinavano cambiamenti del segnale luminoso per p-

cPLA; e COX-2 (pannelli a e d).
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Fig 30 Microscopia confocale.. Le cellule endoteliali primarie (BBEC) sono cresciute in
medium RPMI/F10-Ham (1:1) contenente 1% FBS ed incubate per 24 h in presenza o in
assenza di medium condizionato dalla linea di melanoma OCM-1, come descritto nella sezione
Materiali e metodi. Nel grafico, i quadrati neri e i cerchi bianchi rappresentano i valori delle
intensita (pixels, in unita arbitrarie, a.u.) delle immagini singole per. cPLA2, ERK1/2, PKCa,
le loro forme fosforilate, o COX-2 ¢ vWF. Gli esperimenti sono stati ripetuti diverse volte (3-4
gruppi indipendenti di cellule). *p<0.05, **p<0.01, confrontando i valori nelle colture di cellule
trattate con medium condizionato o con medium condizionato piu inibitore con i rispettivi
controlli.
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Riguardo alle colture endoteliali incubate per 24 h con il medium condizionato

dal glioma abbiamo investigato 1’attivazione e la localizzazione subcellulare di iPLA;,
cPLA,, ERK1/2, PKCa e COX-2,. In Fig. 31 ¢ mostrata 1’espressione della iPLA; e
della cPLA;, e delle loro forme fosforilate in assenza o presenza del medium
condizionato da C6. L’intensita di fluorescenza ¢ stata acquisita separatamente con
filtri per il CY3 (pannelli a-a’ e d-d’) e per il FITC (pannelli b-b’ e e-¢) ed ¢ stata
anche riportata la sovrapposizione delle due immagini (pannelli c-c’ and f-f*).
Come mostrato per 1’espressione della iPLA;, [D’intensita di fluorescenza ¢
marcatamente elevata in quelle cellule trattate con il medium condizionato dal glioma
(pannello b’) rispetto alle cellule controllo (pannello b). Il merge delle due immagini
mostra un aumento dell’espressione della forma enzimatiche (pannello ¢’ contro
pannello c). Il segnale di fluorescenza associato a cPLA; e alla sua forma fosforilata, ¢
notevolmente piu alto nelle cellule endoteliali cresciute in presenza di medium
condizionato (pannelli d’, €’), rispetto all’endotelio controllo (pannelli d e €). Anche in
questo caso il merge delle due immagini mostra un incremento di entrambe le isoforme
enzimatiche (pannello f° contro pannello f). Il trattamento con gli inibitori
wortmannina ed LY294002 ne ha determinato un marcato decremento dell’intensita di
segnale luminoso vicino ai valori basali (dati non mostrati).

Per studiare la fluorescenza di COX-2, le cellule endoteliali sono state trattate
con 1 rispettivi anticorpi (Fig. 31). Il segnale luminoso rosso (CY3) ¢ marcatamente
elevato nelle cellule trattate con il medium condizionato (pannello h’) rispetto alle
cellule controllo (pannello h). Il merge delle due immagini mostra un incremento

nell’espressione della forma enzimatica (pannello 1” contro pannello 1).
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Fig.31 Microscopia confocale. Espressione e localizzazione cellulare delle PLA2 e di
COX-2 nelle GP8.3. I monolayers cellulari sono stati lavati, fissati, permeabilizzati e
marcati come descritto in Materiali ¢ Metodi. I merges delle singole immagini sono
mostrati nei pannelli (c-¢’), (f-f*) e (i-1’). Le immagini delle cellule endoteliali controllo
(cellule cresciute senza trattamenti), sono mostrate nei pannelli (a-i) (sequenza
orizzontale), mentre quelle delle cellule trattate con il medium condizionato dal C6 sono
mostrate nei pannelli (a’-i’). L’ingrandimento usato ¢ 60X; la scala bar ¢ di 20 um. Gli
esperimenti sono stati ripetuti diverse volte (3-4 gruppi indipendenti di cellule)
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L’immunofluorescenza nelle cellule controllo per gli enzimi iPLA,, cPLA;e COX-2 ¢
quasi rilevabile nel citoplasma e nella membrana plasmatica. Il medium condizionato
induceva nelle cellule stimolate una forte fluorescenza verde (attivazione di iPLA; e
cPLA;) e rossa (attivazione di COX-2) all’interno del citoplasma ed in particolare
nella regione nucleare [pannelli (b-b’), (e-e’) e (h-h’)] [202]. Questi risultati implicano
che iPLA; e cPLA; e i loro prodotti a valle, dopo 24 h di stimolazione da parte del
glioma, svolgono un importante ruolo nelle funzioni nucleari quali la regolazione
dell’espressione genica e della proliferazione cellulare.

Riguardo all’enzima PKCa e della sua forma fosforilata, come mostarto in Fig.
32, il livello di fluorescenza rosso (pannello a’) relativo alla PKCa totale, suggerisce
I’assenza di incrementi nell’espressione proteica dell’enzima, dopo incubazione con il
medium condizionato dal glioma per 24 h, comparato al controllo (pannello a). Lo
stesso non puo dirsi per la fosfo-PKCa poiché il segnale luminoso verde risulta essere
molto elevato nelle cellule stimolate (pannello b’) che in quelle controllo (pannello b). Il
segnale fluorescente della forma basale e costitutiva della fosfo-PKCo sembra essere
presente sia nel citoplasma che nei sistemi di membrana (pannelli a-b), come conferma
il merge (pannelli ¢). In seguito all’incubazione con il medium condizionato dal glioma,
il merge delle immagini al confocale (pannelli c¢’) mostra una considerevole
sovrapposizione del FITC, associato alla p-PKCa, e del CY3, associato alla PKCa,

nella regione perinucleare e in maniera diffusa nel corpo cellulare.
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Fig. 32 Microscopia confocale. Espressione e localizzazione cellulare di PKCa e di
ERK1/2 nelle GP8.3. I monolayers cellulari sono stati lavati, fissati, permeabilizzati e
marcati come descritto in Materiali e Metodi. [ merges delle singole immagini sono
mostrati nei pannelli (c-c’’) e (f-f*’). Le immagini delle cellule endoteliali controllo
(cellule cresciute senza trattamenti), sono mostrate nei pannelli (a-f) (sequenza
orizzontale), mentre quelle delle cellule trattate con il medium condizionato da C6, sono
mostrate nei pannelli (a’-f”). Le immagini delle cellule endoteliali cresciute in presenza
del medium condizionato da C6 piu la miscela di inibitori Wtm (20 nM), LY294002 (10
uM), e PD98059 (20 uM), sono mostrate nei pannelli (a’’-c’’) e (d”-f”).
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Anche in questo caso, I’uso degli inibitori wortmannina ed LY294002 causava
una diminuzione significativa della fluorescenza della forma fosforilata dell’enzima
(pannelli a’’-c’’).

Risultati simili sono stati ottenuti per 1’espressione della forma totale di ERK1/2
e della sua forma fosforilata. Il segnale luminoso verde ¢ marcatamente elevato nelle
cellule stimolate dal glioma (pannello d’) rispetto alle cellule controllo (pannello d).
L’inibitore specifico PD98059, quando usato nelle colture di endotelio stimolate dal
medium condizionato del glioma, riduceva notevolmente, quasi al livello basale,

I’intensita di fluorescenza delle due forme dell’enzima (pannelli d”’- £°).

3.13 Espressione delle PLA2 e di ERK1/2 in cellule endoteliali
primarie (BBEC)

Al fine di confermare i ruoli delle PLA, ¢ stata valutata ’espressione e
I’attivazione in risposta al medium condizionato mediante 1’analisi Western blot in
cellule endoteliali primarie (BBEC). Ventiquattro ore di esposizione al medium
condizionato aumentavano 1’espressione di PLA, in colture di BBEC, con un
incremento di 1,8 volte e 1,4 volte nei riguardi di iPLA; e cPLA; rispettivamente (Fig.
3aA, B). Gli effetti degli inibitori wortmannina, LY294002 e PD98059 erano quasi
simili a quelli osservati per le GP8.3. Inoltre, come mostra la Fig. 32C, la presenza di
medium condizionato da C6 in colture di BBEC per 24 h non induceva cambiamenti
nell’espressione delle forma totale della proteina p42/p44 MAPK (ERK1/2, doppia
banda). Tuttavia, si verificava un incremento della forma fosforilata di ERK1/2 di 1,6

volte e 1,7 volte rispettivamente, rispetto alle cellule controllo.
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Fig. 33 Effetto del medium condizionato dal glioma sull’espressione di iPLA,, cPLA; e
della sua forma fosforilata, ERK1/2 e della sua forma fosforilata, in cellule endoteliali
primarie di cervello bovino (BBEC).
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La crescita e la metastasi tumorale ¢ basata sull’angiogenesi. E’ ben noto come
cio determini nell’endotelio dei vasi tumorali delle alterazioni strutturali e funzionali,
cosi come la mancanza di permeabilita cellulare, 1I’espressione genica dei recettori per
il VEGF, la riorganizzazione dei microfilamenti di F-actina e un incremento
dell’espressione delle MMP-9. Tutto cid puo essere considerato un potenziale target
terapeutico per le cellule tumorali [169,172].

Il lavoro svolto ha mostrato come i media condizionati dal melanoma e dal
glioma siano in grado di incrementare la proliferazione e la motilita delle cellule
endoteliali, due punti chiave nell’angiogenesi, e ’attivita delle PLA,. Inoltre, i nostri
risultati hanno dimostrato che 1’aumento dell’attivita enzimatica totale della PLA,
(vedi le Fig. 8, 9, 18, 19 e la Tabella 1) potrebbe essere veramente mediato da
ambedue le PLA,, citosolica e Ca%—indipendente.

L’acido arachidonico, prontamente liberato dai fosfolipidi di membrana, puod
essere metabolizzato mediante le pathway della ciclossigenasi e della lipossigenasi
(LOX), oppure essere re-incorporato nei fosfolipidi di membrana mediante
esterificazione ad opera della arachidonil-CoA sintetasi e dell’arachidonil-
lisofosfolipide transferasi. Prostanoidi e derivati dei leucotrieni sono molto conosciuti
in quanto giocano un importante ruolo nel tono vascolare, nell’angiogenesi e
nell’inflammazione. Oltre ai derivati lipidici di COX e LOX, i prodotti monossigenati
della conversione dell’acido arachidonico, cio¢ il vasodilatatore 11,12-EET e il
vasocostrittore 20-HETE, prodotti nell’endotelio dagli enzimi citocromo P450
epossigensi ed idrolasi rispettivamente, sono caratterizzati per il loro coinvolgimento
in numerosi segnali extracellulari e per il loro ruolo di modulatori durante
I’angiogenesi [203-205]. 1 fattori di crescita, quali PGE, e HETEs, determinano
I’attivazione dei recettori per ’EGF, che porta all’attivazione a cascata di PI3-K, Akt,
chinasi, ERKs, metalloproteinasi, ¢ ad un’intensificazione dell’espressione della
ciclina D1 che svolge una funzione critica nella regolazione del ciclo cellulare durante
la fase G2 in diversi tipi di cellule (fibroblasti, ECs, cellule cancerose umane) [206-
208]. Nel sistema modello oggetto del presente studio, ¢ stato osservato il riepilogo di
questi eventi.

In primo luogo, ¢ stato evidenziato che il medium condizionato dal melanoma ha
indotto un incremento del release di acido arachidonico, della quantita e della
fosforilazione di cPLA,, ERK1/2. 1l blocco della fosforilazione di ERK1/2 mediante

I’uso degli inibitori specifici indica che I’attivazione delle MAK chinasi € un processo a
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valle dell’attivazione della PI3-K e che la pathway PI3-K-ERK1/2 sia coinvolta nel
release di acido arachidonico. A tal riguardo, il presente studio ha mostrato evidenze
del ruolo chiave svolto dalla cPLA; come uno degli enzimi distali coinvolti nella
proliferazione e migrazione cellulare mediata da fattori solubili presenti nei media
condizionati. Dal momento che la cPLA; ¢ un substrato di ERK1/2, quanto trovato nel
presente studio, suggerisce una regolazione positiva della proliferazione endoteliale da
parte delle MAP chinasi che catalizzano la loro attivita a monte.

Sebbene diversi studi hanno dimostrato 1'effetto pro-mitogenico di iPLA2 in
cellule proliferanti [209-211], pochissimi studi hanno dimostrato iPLA2
coinvolgimento nella migrazione cellulare [211]. Una delle funzioni della iPLA; ¢
controllare i livelli dei fosfolipidi e mantenere 1’omeostasi attraverso il rimodellamento
dei sistemi di membrana [182,183], anche se studi recenti ritengono piu probabile
un’attivazione della iPLA; in seguito alla presenza di segnali cellulari piu che un suo
ruolo da proteina housekeeping [141,211].

In secondo luogo, col presente studio ¢ stato dimostrato, per la prima volta, che
la iPLA,; ¢ coinvolta nella migrazione dell’endotelio dietro stimolazione da parte di un
tumore, suggerendo un ruolo piu significativo per la iPLA, nella modulazione del
segnale angiogenico e nella diffusione delle metastasi.

Allo stesso modo, I’aumento dell’attivita di iPLA; nella migrazione delle cellule
endoteliali implica un potenziale ruolo nel rimodellamento del citoscheletro, che ¢ un
componente chiave di adesione e di regolazione delle cellule endoteliali di barriera
oltre alla migrazione.

L’inibizione dell’attivita di cPLA, e iPLA, da parte di siRNA riduce la
proliferazione indotta dal medium condizionato sull’endotelio, suggerendo una
possibile strategia, grazie allo sviluppo tecnologico, di terapie anti cancro.

Le cellule endoteliali sono in grado di secernere la sPLA,(ITA) [213]. Nel
presente studio € stato confermato che la presenza della sPLA,(IIA) nelle colture di
endotelio a livello proteico era scarsamente rilevabile, ed ¢ stato inoltre trovato che la
sPLA,(ITA) non ¢ up-regolata né indotta dal medium condizionato (dati non mostrati).
Questi risultati indicano chiaramente che la cPLA; e la sPLA,(IIA) non agiscono in
maniera concertata per la liberazione di acido arachidonico dai fosfolipidi
dell’endotelio, rilascio legato alla produzione di eicosanoidi, in risposta al medium

condizionato dal melanoma e dal glioma.
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La regolazione della migrazione endoteliale ¢ potenzialmente importante nella
comprensione sia degli eventi che conducono alla maturazione di vasi sanguigni
cerebrali quiescenti, sia del reclutamento delle cellule endoteliali nell’angiogenesi
cerebrale. I media condizionati utilizzati, sono ricchi probabilmente in fattori di
crescita (principalmente PDGF, bFGF, HGF, VEGF) che potrebbero indurre la
proliferazione e la migrazione cellulare [214-216]. Nei microvasi endoteliali 1’azione
pro-angiogenetica del PGE, potrebbe essere almeno parzialmente associata con il
rilascio di VEGF e D’attivazione di ERK2/JNK1 [217], con aumento dell’attivita di
eNOS PKA/PI3K/Akt-dipendente [218] o con una up-regolazione di CXCR4, recettore
delle chemiochine [219].

Sia I’espressione di COX-2 che I’incremento del release di PGE, nell’ambiente
circostante le cellule ospiti dello stroma, incluso 1’endotelio, € non mediante le cellule
tumorali stesse, suggeriscono che i1 segnali autocrini e paracrini delle cellule circostanti
giochino un ruolo nella tumorigenesi. 12-HETE funziona fisiologicamente come un
fattore mitogenico per 1’endotelio, e promuove la migrazione transendoteliale in vitro
[177,220], probabilmente mediante la regolazione dell’espressione di molecole di
adesione.

I risultati ottenuti con il sistema modello del presente studio, sono stati in linea
con queste scoperte, dal momento che il medium condizionato di entra,be le forme
tumorali ¢ stato in grado di incrementare I’espressione della COX-2 endoteliale e
I’inibitore della COX ha bloccato in maniera specifica la proliferazione cellulare
indotta dal medium, dato consistente con quanto trovato da altri ricercatori
[203,220,221].

La migrazione delle cellule endoteliali richiede la riorganizzazione del
citocheletro di actina e 1’attivazione dei processi di adesione. L’FGF-2, che, sulla base
di precedenti studi ¢ probabilmente presente nel medium condizionato del tumore, puo
essere responsabile delle alterazioni morfologiche dell’endotelio attraverso 1’azione
delle PI3-chinasi endoteliali [222,223]. Anche il VEGF ¢ in grado di indurre
cambiamenti nella permeabilita endoteliale attraverso il rimodellamento dello
scheletro di actina per mezzo di ERK, JNK, e la famiglia delle GTPasi Rho cosi come
I’attivazione della PI3-K [224]. Inoltre, nelle prime fasi dell’angiogenesi, la PI3-K
regola la produzione endotelaile di entrambe le metalloproteinasi di matrice, MMP-2 e

MT1-MMP [225] attraverso la riorganizzazione del citoscheletro di actina.
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La via di segnale PI3-K/PIP; prende vie differenti e pud essere anche modulata
da una pathway Akt-indipendente che consiste in una up-regolazione intracellulare
della PKC [226,227].

I dati ottenuti con 1’utilizzo di inibitori a monte delle attivita fosforilative,
sottolineano il ruolo centrale della PKCa nel controllo dell’attivita della cPLA, e nella
modulazione della proliferazione e della motilita cellulare (Fig. 9). Gli enzimi della
famiglia delle protein chinasi C (PKC) appartengono a un gruppo di enzimi le cui
funzioni biologiche vengono innescate da una serie di fosforilazioni a catena. La forma
cataliticamente attiva di 80 kDa della PKCa, richiede la fosforilazione del loop di
attivazione (Thr497) ad opera della PDK1 [228]. Questa rappresenta la forma matura
dell’enzima, capace di traslocare dal citosol (traslocazione dipendente da cofattori),
dove viene mantenuta in una forma inattiva, alle membrane dove viene attivata
[200,229]. Tuttavia, [’esatta localizzazione subcellulare della PKCa, dopo
stimolazione, varia a seconda della linea cellulare e del tipo di stimolo. Poich¢ PKCa
citosolica trasmette segnali intracellulari muovendosi tra i compartimenti cellulari,
siamo stati in grado di osservare al microscopio confocale la traslocazione della fosfo-
PKC-a alla regione perinucleare (Fig. 7b').

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di investigare I’espressione delle
fosfolipasi A, e dell’attivita degli enzimi coinvolti nella via di segnale PI3-K e
PKCo/ERK/MAPK, ed il loro ruolo nel governare I’incremento della proliferazione e
della migrazione dell’endotelio esposto ai media condizionati di due forme tumorali,
melanoma e glioma. Abbiamo dimostrato che ’aumento della proliferazione e della
migrazione indotto dai media condizionati ¢ mediato dagli enzimi cPLA; e iPLA,,
attraverso le seguenti osservazioni: 1) i media condizionati inducono la fosforilazione
di cPLA,, PKCa ed ERK1/2; 2) 1 media condizionati aumentano 1’espressione e
I’attivita enzimatica di cPLA, e iPLA; e i livelli di mRNA di entrambe le protein; 3)
gli inibitori delle chinasi che stanno a monte della via di segnale hanno la capacita di
bloccare tali fenomeni proliferativi; 4) le analisi al microscopio confocale sono
correlate con I’attivazione degli enzimi cPLA,, PKCa, ERK1/2 e COX-2 endoteliali
(Fig. 9); 5) il blocco delle attivita di cPLA; e iPLA,, con specifici anticorpi ed siRNA
iniettato o trasfettato all’interno delle cellule endoteliali, riduce significativamente la
proliferazione indotta dai media condizionati; 6) il VEGF svolge un ruolo critico nel
segnale di risposta endoteliale e nella regolazione della proliferazione e migrazione

endoteliale; 7) 1 livelli di PGE; nei media di crescita sono correlati con Dattivita di
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PLA; e con I’espressione di PLA, e COX-2. Questi risultati suggeriscono anche che la
proliferazione dell’endotelio ¢ positivamente regolata a monte dalla cascata PI3K,

PKCoe dalle MAP chinasi.
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