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Al nostro futuro



Abbreviazioni

aa = amminoacido
A / Ala = alanina
C / Cys = cisteina
D / Asp = acido aspattico
E / Glu = acido glutammico
F / Phe = fenilalanina
G / Gly = glicina
I / Ile = isoleucina
K / Lys = lisina
L. / Leu = leucina
N / Asn = asparagina
Nal = 3-(2-naphtyl)alanina
Nle = Norleucina
Q / Gln = glutammina
R / Arg = arginina
S / Ser = serina
T / Thr = treonina
V / Val = valina
W / Ttp = triptofano
Y / Tyt = tirosina

AA: acido ascorbico

Abs = assorbanza

Acm = acetammidometil

Acm: acetammidometil

Ang: angiopoietina

Boc = ferz-butilossicarbonile

BOP: 2-(1-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio esafluorofosfato
BrdU: bromodeossiuridina

BSA: albumina di siero bovino

CAM: membrana corioallantoidea

cAMP: adenosin monofosfato ciclico



CD = Circular Dicroism

CHO = formile

COSY: spettroscopia di correlazione

COSY-DQF: doppio filtro quantico

COX: ciclossigenasi

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindolo

DCC = N,N’-dicicloesilcarbodiimmide

DCI: dicicloesilurea

DCM = diclorometano

DCU = N,N’-dicicloesilurea

DEA = dietilammina

DIEA = N,N-diisopropiletilammina

DIPCDI: N,N’-diisopropilcarbodiimmide

DMAP = 4-dimetilamminopiridina

DMF = N,N-dimetilformammide

DMS = dimetilsolfuro

DNA: acido deossiribonucleico

ECM: matrice extracellulare

EDCI: 3-etil-1-(N,N-dimetil)amminopropilcarbodiimmide
EDTA = acido etilendiamminotetraacetico

EGF: fattore di crescita epidermico

EPC: precursioni delle cellule endoteliali

EtOH: etanolo

FCS: siero fetale di vitello

FGF: fattore di crescita dei fibroblasti

FGFR: recettore per il fattore di crescita dei fibroblasti
Fmoc = 9-fluorenilmetilossicarbonile

GAG: glicosaminoglicani

HATU = O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio esafluorofosfato
HBTU = 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio esafluorofosfato
HC: idrocortisone

HCI: acido cloridrico

HFIP: esafluoro-isopropanolo

HGF: fattore di crescita degli epatociti

HIF: fattore di ipossia inducibile



HOAt = 7-aza-1-idrossibenzotriazolo

HOBt = 1-idrossibenzotriazolo

HONB: immide N-idrossi-5-norbornene-2,3-dicarbossilica

HOSu: N-idrossisuccinimmide

HPLC = High Performance Liquid Chromatography

HSPG: proteoglicano eparan solfato

HuDMEC: cellule endoteliali umane da microcircolo dermale

HUVEUC: cellule endoteliali da cordone ombelicale umano
HVP: precursore della vitronectina umana

IFN: interferone

IGF-1: fattore di crescita insulino-simile

IL: interleuchina

IR: radiazione infrarossa

LDH: lattatodeidrogenasi

LY294002: (2-(4-Motfolinil)-8-fenil-1(4H)-benzopiran-4-one

MALDI-MS = Matrix Assisted Laser Desorption/Tonization — Mass Spectrometty

MAPK: proteina chinasi mitogeno-attivata

MBHA: resina 4-Metilbenzidrilamina

MKK-1: Mitogen-activated protein kinase kinase 1

MMP: metalloproteasi di matrice

Mmt: 4-Metossitritile

MTS: 3-(4,5-dimetil-2-il)-5-(3-carbossimetossifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolo

MTT: 3-[4,5-dimetiltiazolo-2-il]-2,5-difeniltetrazolobromuro

NAD: nicotinammideadenindinucleotide

NMP = N-metil-2-pirrolidone
NMR: risonanza magnatica nucleare

NO: ossido nitrico

NOE: effetto Overhauser nucleare

NOESY: NOE Enbhancement Spectroscopy

OPfp: pentafluorofenil estere

OtBu = ferr-butilestere

PALI inibitore dell’attivatore del plasminogeno

PBS: soluzione tampone sodio-fosfato

PCl;: fosforo pentacloruro

PD98059: (2-(2-Ammino-3-metossifenil)-4H-1-benzopiran-4-one



PDGT: fattore di crescita di derivazione piastrinica
PT: fattore piastrinico
PIL;: inositolo 3 fosfato
PI-3K: protein chinasi inositolo 3 fosfato
PIGF: fattore di crescita placentale
PITC: fenilisotiocianato
PLC: fosfolipasi C
PLGF: fattore di crescita piastrinico
Pmc = 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonile
PPI: fosfatidil inositolo
PTC-AA = feniltiocarbammil amminoacido
PTH-AA = feniltioidantoin amminoacido
PyBOP: benzotriazol-1-il-ossi-tris-pirrolidino-fosfonio esafluofosfato
Resina HMP (detta anche resina di Wang) = p-idrossimetilfenossimetilpolistirene
Resina Rink Amide MBHA: resina 4-(2',4'-Dimetossifenil-Fmoc-amminometil)-
fenossiacetammido-notleuci-MBHA
RFU = unita di fluorescenza
RGD: arginina-glicina-aspartato
RGDS: arginina-glicina-aspartato-serina
RMSD: Root Mean Square Deviation
RNA: acido ribonucleico
Ro 31-8220: sale di 2-{1-[3-(Amidinotio)propil]-1H-indol-3-il} -3-(1-metilindol-3-
yl)maleimmide metansulfonato
ROESY: Rotatine-Frame NOE Spectroscopy
Rp-cAMP: Rp-diasteroisomero del 3°,5” adenosina monofosfato ciclico
RP-HPLC = Cromatografia liquida ad alta prestazione in fase inversa
SDS = sodiododecilsolfato
SOCL,;: cloruro di tionile
SPPS = Sintesi peptidica su fase solida
Tacm: trimetilacetammidometile
+Boc = zerz-butilossicarbonile
TBTU: 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio tetrafluoroborato
+Bu = ferz-butile
tButhio: zer+-Butiltiolo

TEA: trietilammina



TFA = acido trifluoroacetico

TFE: trifluoroetanolo

TGEF: fattore di crescita trasformante

TIC: corrente ionica totale

Tie: recettore per 'angiopoietina

TIMP: inibitore di metalloproteasi di matrice

Tmob: 2.4,6-Trimetilossibenzile

TNEF: fattore di necrosi tumorale

TOCSY: spettroscopia di correlazione totale

TOF = Tempo di volo

TOPPipU: 2-(2-o0so-1(2H)-piridil)-1,1,3,3-bis-pentametilneuronio tetrafluoroborato
Trt: tritil

TSP: trombospondina

U-73122: 1-[6-[((178)-3-Metossiestra-1,3,5[10]-trien-17-il)ammino]esil]-1H-pirrol-2,5-dione
u-PA: attivatore del plasminogeno di tipo urochinasico

u-PAR: recettore dell’attivatore del plasminogeno di tipo urochinasico

VEGEF: fattore di crescita dell’endotelio vascolare

VHL: von Hippel-Lindau

vWE: fattore di von Willebrand



RIASSUNTO

I’Angiogenesi, la formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da strutture preesistenti, ¢ di
fondamentale importanza in alcuni processi fisiologici quali lo sviluppo embrionale, la cicatrizzazione
delle ferite e il ciclo mestruale. Tuttavia se compromessa, puo rappresentare, ’'evento chiave di vari stati
patologici: dalle inflammazioni croniche alle malattie ischemiche, dalla crescita tumorale allo sviluppo di
metastas.

I’Angiogenesti ¢ di fatto un processo altamente complesso, che richiede il coinvolgimento attivo delle
cellule endoteliali, di numerosi fattori solubili e dei componenti della matrice extracellulare.
Nell’organismo, in condizioni fisiologiche, 'accensione e lo spegnimento degli eventi che concorrono
alla formazione di nuovi vasi, sono strettamente legati ad un fine bilanciamento di fattori pro- ed anti-
angiogenici. Normalmente ’endotelio, si trova in uno stato quiescente (spento), tuttavia preserva la
capacita di rispondere a stimoli ipossici, inflammatori o di stress meccanici, e di attivarsi in seguito alla
stimolazione autocrino-paracrina di fattori di crescita e citochine prodotti localmente per sopperire alla
carenza d’ossigeno e di nutrienti. La rottura di questo delicato sistema di regolazione pud comportare
anomalie nella formazione di nuovi vasi, e conseguentemente favorire lo progressione di malattie
angiogenesi-dipendenti. In quest’ottica sia fattori stimolatori che inibitori, possono rappresentare un
promettente target d’intervento terapeutico e per lo sviluppo di nuovi farmaci.

Tra 1 numerosi mediatori endogeni, sia la citochina Stromal Derived-Factor 1 (SDF1) che il piccolo
polipeptide Timosina (34 (TB4), giocano un ruolo cruciale nella angiogenesi, promovendo la
proliferazione, la migrazione e il differenziamento delle cellule endoteliali. A questi eventi prendono
parte anche le varie molecole di adesione e composti contenenti sequenze adesive, come motivi RGD o
di legame per I'eparina. Quest’ultimi possono essere impiegati sia nell’ingegneria tessutale, come fattori
promuoventi I'adesione, che come agenti anti-angiogenici, capaci di interferire competitivamente con
'interazione cellule-componenti della ECM.

Questo lavoro di dottorato si ¢ articolato in i) progettazione e sintesi su fase solida di sequenze
peptidiche contenute in SDF-1, T4 e in alcune proteine delle matrice extracellulare; ii) studi
conformazionali e iii) saggio biologici 7z vitro su colture di cellule endoteliali umane estratte da vena di
cordone ombelicale (HUVEC), e iz vivo su membrana corioallantoidea di pollo (CAM) per valutare gli
effetti angiogenici.

La timosina 34 appartiene alla famiglia delle B-timosine, molecole dalle proprieta simil-ormonali, e
rappresenta il fattore sequestrante I’actina maggiormente espresso a livello delle piastrine e dei leucociti.

Philp e collaboratori (2003), hanno evidenziato come lattivita pro-angiogenica esercitata 7z vitro € in vivo



dalla T4, sia strettamente correlata alla sequenza "LKKTET?, motivo di legame per I’actina. Partendo
da queste considerazioni ¢ stato studiato il comportamento di tre peptidi bio-attivi, riproducenti il tratto
centrale e le due porzioni terminali della proteina, e contenenti il sito di interazione con l'actina. Le
analisi conformazionali (NMR e Dicroismo Circolare) hanno dimostrato che ogni frammento isolato
assume in soluzione il folding adottato dallo stesso motivo all’interno della proteina nativa. Inoltre
manifestano sia iz vitro che in vivo un’attivita pro-angiogenica, comparabile a quella indotta dall’azione
del fattore di crescita basico per i fibroblasti (FGF-2). Questi risultati confermano il ruolo cruciale
svolto dal motivo centrale di legame per P'actina nel promuovere la formazione di nuovi vasi, attivita
che sembra essere, i vitro, modulata positivamente dalla presenza del tratto ammino-terminale della
TB4.

Stromal Derived-Factor 1 ¢ una chemochina di tipo alfa, in grado si esercitare la propria attivita
biologica mediante legame al recettore accoppiato alle proteine G, CXCR4. L’asse SDF-1/CXCR4, ¢ di
fondamentale importanza nella regolazione del #ufficking di cellule staminali e progenitrici
ematopoietiche, nello sviluppo del sistema nervoso e a livello del sistema ematopoietico, in generale.
Inoltre promuove la mobilitazione delle cellule tumorali favorendo la comparsa di metastasi, ed ¢
coinvolto nello sviluppo del sistema vascolare, esercitando 7z vitro e in vivo, una potente attivita pro-
angiogenica. Espresso costitutivamente da vari tipi cellulari, tra cui le cellule stromali, le cellule
endoteliali e le cellule detritiche, SDF-1, ¢ presente principalmente in due forme alternative di splicing,
I'isoforma alfa e quella beta, sovrapponibili dal punto di vista strutturale, fatta eccezione per la presenza
di quattro residui aggiuntivi al terminale carbossilico di SDF-1§3. Tuttavia, rimane ancora da chiarire il
significato biologico dell’esistenza di queste due varianti della citochina. Dal punto di vista
conformazionale, in SDF-1 sono rintracciabili tre distinte regioni: il tratto N-terminale, un core centrale a
[-sheet, e la porzione C-terminale. Studi struttura-attivita hanno identificato a livello della sequenza N-
teminale il dominio deputato al legame col recettore e all’attivazione della cascata intracellulare del
segnale, mentre suggeriscono per la porzione carbossi-terminale un ruolo nell’interazione coi
glicosamminoglicani (GAG) e nel modulare gli effetti biologici della proteina. Scopo di questo lavoro ¢
stato quello di verificare la partecipazione del tratto C-teminale nell’attivita pro-angiogenica di SDF-1. I
peptidi sintetizzati riproducono, per I'appunto, le sequenze carbossi-teminali delle due isoforme native,
degli analoghi mutati del suddetto motivo di SDF-18, e dei composti di fusione col tratto N-terminale. 1
dati raccolti indicano un coivolgimento funzionale della regione C-terminale nell’attivita angiogenica di
SDF-1, tuttavia solo i peptidi wild-type sono stati capaci di indurre sia 7/ vitro che in vivo eventi legati alla
la formazione di nuovi vasi.

Nel 1971, Folkman defini lo sviluppo tumorale e la comparsa di metastasi, come patologie angiogenesi-
dipendenti, suggerendo cosi nuove strategie anti-tumorali aventi come Zarget I'inibizione del processo

angiogenico, e ha incentivato la ricerca di nuovi agenti anti-angiogenici. Le cellule endoteliali, per



proliferare e migrare all’interno della massa tumorale, necessitano di modificare i loro contatti con le
macromolecole della ECM. In generale ’'adesione cellulare ¢ mediata da recettori posti sulla superficie,
come integrine e proteoglicani eparan-solfato (HSPG), i quali riconoscono a livello delle proteine della
matrice, rispettivamente, il motivo amminoacidico RGD e il dominio di legame per ’eparina. Evidenze
sperimentali raccolte in questa tesi, hanno permesso di selezionare tra 1 composti testati, dei potenziali
agenti anti-angiogenici, e precisamente le sequenze (GRGDSP),K e HVP, capaci di inibire sia eventi

morfogenici che effetti angiogenici FGF-indotti .



SUMMARY

Angiogenesis, the formation of new capillaries, is among the key events in some physiological
processes, like organ growth and development, wound healing and reproduction. However, an
impairment of this process is also a hallmark of different pathologies, such as chronic inflammation,
ischemic diseases, tumor growth and metastasis. Angiogenesis is a complex process involving extensive
interplay among cells, soluble factors and extracellular matrix.

Physiologically, the body controls angiogenesis through a series of “on” and “off” regulatory switches,
maintaining a perfect balance of positive and negative angiogenesis modulators. Normally, endothelium
exists in a quiescent state (“turned off”); angiogenic stimuli, including hypoxia, inflammation, and
mechanical factors, activate endothelial cells (ECs), by initiating the autocrine or paracrine production
and release of growth factors or cytokine. Uncontrolled growth of vessels, due to a balance breakdown,
may lead to angiogenesis-dependent diseases. So, the regulation of both angiogenesis stimulators and
inhibitors, can represent a promising target for therapy and drug development.

Among endogenous modulators, the chemokine Stromal Derived-Factor 1 (SDF-1), and the small
polypeptide Thymosin 34 (T34), were found to play a crucial role in vascular biology, stimulating
proliferation, migration and differentiation of ECs. The above mentioned events are also mediated by
cell adhesion molecule. Compound containing adhesive sequences, such as RGD motif and heparin-
binding domain, can be used either in tissue engineering as adhesion factors, or as anti-angiogenic
agents, through a competition with extracellular matrix components for the binding to cell surface.

This work focused on i) design and solid phase synthesis of peptide sequences contained in SDF-1,
TB4 and ECM protein; ii) conformational studies and iii) evaluation zz witro and in vivo of their
angiogenic effects on human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) culture and chorioallantoic
membrane (CAM).

TBR4 is a member of the B-thymosins, molecules with hormone-like properties, and is the most
abundant G-actin sequestering peptide in human blood platelets and white cells. Philp ez a/ (2003),
suggested that TB4 exerts its pro-angiogenic activity 7z vitro e in vivo through the sequence motif
"LKKTET?, involved in actin binding. Starting from these considerations it was studied the behavior
of three bio-active peptides representing the central part, the N and C terminus of TB4, and
characterized of containing the binding actin site. The structural analysis (NMR and Circular
Dichroism), demonstrates that each peptide reproduces the conformation adopted in native protein
and exerts both z vitro and in vivo pro-angiogenic effects, comparable to that induced by Fibroblast

Growth Factor 2 (FGF-2). These results confirm the significant role of central binding actin site in the



induction of neo-vessel formation and suggest iz vitro a positively modulation by the N terminus part of
TB4.

Stromal Derived Factor-1 (SDF-1) is an o-chemokine that binds to G-protein-coupled CXCR4
receptor. The SDF-1/CXCR-4 axis plays an important role in the regulation of stem/progenitor cell
trafficking, in normal development of the nervous system, and in hematopoietic system. Moreover,
SDF-1 favours the formation of metastasis by increasing tumor cell motility (Libura ez 2/ 2002), and
plays an important role in the development of the vascular system by exerting a strong pro-angiogenic
effect both 7z vitro and in vivo. SDF-1 is constitutively expressed in stromal cells, ECs, dendritic cells,
and other cells. It is present mainly in two splice forms alpha and beta, which have identical amino acid
sequences except for the presence of four additional amino acids at the carboxy terminus of SDF-13.
The biological significance of the existence of 2 splice forms of SDF-1 has remained unclear. SDF-1
consists of three structural regions: N-terminus, a central beta sheet core, and C-terminus. Structure-
function analysis of chemokine identified the NH2-terminal amino acids as critical to CXCR4 binding
and activation, and suggested that C-terminus of protein, is one of interaction sites with
glycosaminoglycans (GAGs) and may exert a modulation to biological function of SDF-1. This research
verified that the C-terminus could be responsible of the pro-angiogenic effects of SDF-1. The designed
peptides correspond to the C-terminus sequences of the two natural isoforms of splicing, mutated
analog peptides of SDF-18T C-terminal region, and fusion forms containing both N- and C-terminus.
The collected data indicated that C-terminal region is functional implicated in pro-angiogenic SDF-1
activity, but only the wild-type sequence were able to induce both iz vitro and in vivo an angiogenic
response.

In 1971, Folkman proposed that tumour growth and metastasis are angiogenesis-dependent, and hence,
blocking angiogenesis could be a strategy to arrest tumour growth. This possibility stimulated an
intensive search for anti-angiogenic molecules. Cell adhesion to macromolecules of the extracellular
matrix is needed to allow EC proliferation and migration inside the tumor. EC adhesion can be
mediated by i) RGD-dipendent integrin receptors or ii) heparin sulphate proteoglycans (HSPGs), which
recognized heparin-binding sites on extracellular matrix proteins. Since the loss of anchorage can
induce pro-apoptotic signals leading to an inhibition of angiogenic process, RGD-peptides and
vitronectin heparin-binding domain (HVP) were assayed as soluble agents to evaluate the effects on
angiogenesis. Experimental evidences indicate that some designed peptides, i.e. (GRGDSP),K and
HVP, may represent promising anti-angiogenic agents whose effects seems to be related to an

inhibition of both EC morphogenesis and FGF-2-induced angiogenic effects.
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1. INTRODUZIONE

L’ANGIOGENESI

Le cellule di mammifero per sopravvivere richiedono un continuo apporto d’ossigeno e di nutrienti
(Carmeliet and Jain, 2000), questo spiega perché i vasi sanguigni costituiscano il primo organo che si
sviluppa nell’embrione e rappresentino il zezwork piu esteso del nostro corpo. Durante 'embriogenesi, la
componente vascolare si origina dal verificarsi di due processi, la vasculogenesi e I'angiogenesi. Per
vasculogenest si intende la formazione ex novo di vast di tipo capillare, a partire dal differenziamento 7
sitn delle isole sanguigne, strutture composte da progenitori ematopoietici e da precursori endoteliali di
derivazione mesenchimale (angioblasti). Le cellule endoteliali si dividono e si fondono a formare un
plesso vascolare primitivo che, con I'inizio della circolazione sanguigna, da origine ad una rete vascolare
artero-venosa. La crescita dei vasi sanguigni negli organi in via di sviluppo ha luogo prevalentemente
come risultato di un processo di invasione degli abbozzi tessutali primitivi da parte di capillari, gemmati
dal plesso vascolare iniziale. L’originarsi di queste ramificazioni si deve ad eventi angiogenici.
L’angiogenesi ¢ definita appunto come il processo che porta alla formazione di nuovi vasi sanguigni di
tipo capillare a partire da vasi preesistenti (Carmeliet, 2000). Mentre la vasculogenesi ¢ confinata a fasi
molto precoci del periodo intrauterino, I’angiogenesi ha luogo sia durante lo sviluppo embrionale, con
I'espansione e la maturazione delle strutture vascolari primordiali, sia nella vita postnatale. Tale
processo ¢ di fondamentale importanza in condizioni fisiologiche, come accade ciclicamente a livello
uterino durante il ciclo mestruale, in eventi di timodellamento tessutale o di cicatrizzazione delle ferite;
che in situazioni patologiche, come nelle inflammazioni croniche e nell’accrescimento di un tumore
maligno (Liekens e al., 2001).
Cellule endoteliali, fattori solubili e componenti della matrice extracellulare sono gli attori coinvolti nel
sequenziale verificarsi di eventi ben caratterizzati, che portano allo sprouting di un nuovo capillare. La
complessita del processo puo essere schematicamente delineata attravero le seguenti fasi:
1. attivazione delle cellule endoteliali in risposta ad uno stimolo ipossico e rilascio di fattori
angiogenici e chemoattrattori;
ii. destabilizzazione dei vasi preesistenti a seguito di un aumento della permeabilita vasale e della
perdita delle connessioni cellulari;
iii. degradazione della membrana basale e della ECM vascolare ad opera di proteasi secrete dalle

cellule endoteliali attivate al fine di favorire la migrazione cellulare;



iv. proliferazione e successivo differenziamento delle cellule endoteliali nella zona del tessuto
d’origine dello stimolo angiogenico;

v. fusione tra i neo-capillari provenienti dal circolo venoso e da quello arterioso (processo di
anastomosi), a garantire il passaggio di un flusso continuo di sangue;

vi. maturazione della struttura tubulare primitiva a seguito della creazione di una nuova
membrana basale, del reclutamento di cellule muscolari lisce e periciti, e della riorganizzazione

delle interazioni cellulari (Milkiewicz ez al., 2000).

Figura 1.1 Schema della cascata angiogenica

11 LA CASCATA ANGIOGENICA
1.1.1 Inizio della risposta angiogenica

Eventi ipossici, inflammazioni e stress meccanici come la resistenza da taglio e I'allungamento, sono
noti per la capacita di innescare rapidamente una risposta angiogenica. Questi stimoli attivano sia
direttamente che indirettamente le cellule endoteliali a produrre e rilasciare citochine e fattori di crescita.
Questi mediatori biochimici, tramite vie di segnalazione autocrine e paracrine, causano modificazioni
emodinamiche dei vasi preesistenti (Milkiewicz ez a/., 2000) e I'extravasazione di proteine del plasma. Il

cruciale aumento della permeabilita dello strato endoteliale ¢ il risultato della dissoluzione dei contatti



cellulari. Le giunzioni aderenti formate principalmente, dall'interazione tra le caderine dell’endotelio
vascolare, vengono perse e la formazione di fenestrazioni promuove l'instaurarsi di una condizione pro-
migratoria (Pepper, 2001; Dejana ez al, 2006). Le cellule cosi attivate ad un fenotipo migratorio
necessitano, oltre alla rottura dei contatti interendoteliali, di liberarsi dal supporto periendoteliale; a
questo scopo secernono nell’ambiente extracellulare vari tipi di proteinasi. Il sistema dell’attivatore del
plasminogeno, le metallo proteasi della matrice (MMP) e la famiglia delle eparinasi sono i gruppi
enzimatici che cooperano alla degradazione della membrana basale (Carmeliet, 2000) e al tempo stesso
influenzano gli eventi angiogenici attivando o liberando fattori di crescita (Fibroblast Growth Factor-2,
FGF-2, Vascular Endothelial Growth Factor, NEGF, e insuline-like growth factor-1, IGF-1) sequestrati
all'interno della matrice extracellulare (Coussens ez al., 1999).

Ogni fase della cascata angiogenica ¢ strettamente regolata a piu livelli, sulla stessa attivita proteolitica
locale ¢ esercitato un rigoroso controllo, per proteggere la normale struttura tissutale. In primo luogo,
Iespressione ¢ up-regolata da fattori di crescita angiogenici e citochine (FGF-2 e VEGF), inoltre le
proteasi cosi prodotte e secrete nellECM risultano tuttavia inattive, e per espletare la loro funzione
devono essere processate proteoliticamente. Ad ulterione garanzia le cellule rilasciano assieme agli
enzimi anche 1 loro inibitori, come sistema di spegnimento.

Tale fine regolazione si perde in condizioni patologiche, quali, ad esempio, la crescita tumorale e la

metastasi (Liekens e al., 2001).

1.1.2 Proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali

L’adesione cellulare ai componenti della matrice e la rimodulazione intracellulare dei filamenti
citoscheletrici, determinano la capacita di mobilitazione delle cellule. In questo assumono un ruolo
importante i recettori sulla superficie della membrana cellulare come le integrine, ed in particolare le
classi av33 avB5, sovraespresse sulle cellule endoteliali proliferanti stimolate da FGF-2 e VEGF (Nisato
et al., 2003). La migrazione puo essere promossa da una serie di perturbazioni meccaniche a livello dei
contatti matrice-cellule. Durante l'angiogenesi la proteolisi delle proteine della membrana basale
comporta un locale assottigliamento della struttura che si traduce in certi punti in una distorsione della
membrana cellulare tale da alterare le forze trazionali (Ingber e al., 2002). 11 segnale meccanico cosi
originatosi, ¢ convertito intracellularmente in stimoli biochimici che innescano il movimento (Shin e a/.,
2001). Le cellule endoteliali “guida” procedono quindi nello spazio intersitiziale, seguite dalle cellule
proliferanti. Il collasso del’ECM produce un aumento della concentrazione extracellulare di vari
mediatori solubili pro-angiogenici, i quali alimentano e rafforzano le vie di segnale alla base del processo

chemiotattico e proliferativo.

1.1.3 Formazione del lume e maturazione del vaso sanguigno



La proliferazione delle cellule endoteliali avviene gia nelle fasi iniziali del processo angiogenico e
continua durante tutto il periodo di elongazione del neo-capillare. Lungo I"abbozzo vascolare le cellule
da subito, si organizzano in modo da creare il lume del vaso stesso. Il delinearsi di questa struttura
multi-cellulare puo avvenire tramite un processo di fusione di vacuoli citoplasmatici (canalizzazione
intracellulare) o attraverso I'apposizione di piu cellule attorno ad un tubulo centrale (canalizzazione
intercellulare) (Egginton & Gerritsen, 2003). La perfusione del tessuto viene ripristinata a spese dell'
anastomosi tra l'endotelio vascolare che avanza, e dei vasi pre-esistenti; si verifica ciog¢, la fusione delle
due ramificazioni capillari a creare un nuovo canale al cui interno puo fluire il sangue. Alternativamente,
precursori delle cellule endoteliali (EPC), richiamati anch’essi da fattori chemiotattici, possono
contribuire alla crescita del vaso. Le cellule pervenute nel punto di sprouting approfittano dell’aumento di
permeabilita locale, per fuoriuscire nello spazio interstiziale e clusterizzare; una parte di esse si integrera
nel monostrato endoteliale neo-formato mentre una parte degli EPC puo essere rintracciata negli strati
perivascolari della struttura (Murasawa & Asahara, 2005; Schatteman ez al., 2004).

La fase finale di stabilizzazione e maturazione del capillare prevede la deposizione di una nuova
membrana basale e il ristabilirsi dei contatti aderenti tra le cellule. Come le altre fasi di invasione,
migrazione, e proliferazione, anche gli eventi che completano il processo angiogenico sono mediati dal
contributo dato dalle molecole di adesione. Al fine di delineare il lume wvasale, la distribuzione ¢ la
tipologia dei fattori di adesione determinano la polarita delle cellule endoteliali, discriminando il lato
luminale da quello abluminale (Liekens, 2001).

Fattori angiogenici, quali ’Angiopoietina-2 (Ang2) e il Platelet-derived growth factor (PDGF), partecipano al

rimodellamento strutturale promuovendo rispettivamente I'arresto della proliferazione per favorire il
differenziamento delle cellule endoteliali (Holash e# @/, 1999) e il recrutamento di periciti e cellule
muscolari liscie, per ricreare gli strati di rivestimento dell’endotelio (Jain e# a/, 2003).

Il processo angiogenico si conclude con lo spegnimento delle vie di segnale pro-angiogeniche, in pratica
si assiste ad una down-regolazione dei fattori angiogenici e/o ad un aumento locale della

concentrazione degli inibitori dei pathway attivati (Liekens ez al., 2001).

1.2 REGOLAZIONE DELI’ANGIOGENESI

Nell’adulto il tessuto vascolare solitamente si trova in uno stato di quiescenza, la longevita ¢ una delle
caratteristiche delle cellule endoteliali, infatti in condizioni fisiologiche il ##rmover dell’endotelio vasale ¢
notoriamente lento, con un ordine di grandezza di anni in quei tessuti e organi che non necessitano
eventi angiogenici (Hanahan e a/, 1996). Nonostante ’'abbondanza di fattori angiogenici all'interno dei

tessuti, si ritiene che la controparte di molecole inibitorie riesca ad annularne gli effetti e a mantenere le



cellule endoteliali in un stato inattivo. Il fatto che piu studi abbiano osservato la co-esistenza di
mediatori angiogenici positivi e negativi, anche durante lo svolgersi di tutto il processo di
neovascolarizzazione, ha contribuito alla formulazione dell'ipotesi secondo cui 'attivita dell’endotelio ¢
governata da un delicato e costante bilanciamento di fattori dalle funzioni contrapposte (Iruela-Arispe ez
al., 1997). Se le molecole pro-angiogeniche risultano dominanti, le cascate angiogeniche vengono
“accese”, altrimenti permane lo stato di quiescenza. Metaforicamente il principio di regolazione viene
paragonato ad un interruttore che viene premuto (switch) e cambia dalla posizione “on” ad “off”. Lo
svolgimento stesso del processo di angiogenesi puo essere suddiviso in una fase di attivazione
(iniziazione e progressione dell’angiogenesi) che presenta uno sbilanciamento del rapporto stimoli
positivi su stimoli negativi, a favore dei primi, e una fase di risoluzione (terminazione e stabilizzazione
del vaso), in cui predomina 'azione di fattori inibitori endogeni, in seguito ad un aumento locale di
concentrazione degli stessi ¢/o all’esaurimento dei segnali positivi.

Molti sono i partecipanti a questo continuo “braccio di ferro” e per alcuni di questi non ¢ ancora stato
dimostrato con certezza una correlazione diretta con gli eventi che portano alla formazione di nuovi
vasi sanguigni, ma ¢ nota sola un’azione indiretta di stimolazione sul rilascio di sostanze ad attivita
angiogenica intrinseca. Qui di seguito vengono presentate alcune di queste molecole, dal meccanismo

d’azione accertato e con potenziali ricadute terapeutiche.

1.2.1 Stimolatori endogeni dell’angiogenesi

Sono state identificate, in diversi modelli 7 vivo ed in vitro, numerose molecole coinvolte nell'induzione
dell'angiogenesi, e sulla base del loro comportamento possono essere divise in 3 classi principali
(Klagsbrun ez al., 1999):

1. la famiglia del VEGF e le Angiopoietine, la cui azione ¢ diretta in modo specifico sulle cellule
endoteliali;

1. wvari tipi di chemochine, citochine, e alcuni enzimi, capaci di attivare in modo diretto, oltre alla
componente endoteliale, un vasto range di bersagli cellulari. Il maggiore rappresentante di
questo gruppo ¢ il polipeptide FGF;

ii. fattori indiretti, il cui effetto sull’angiogenesi si esplica col rilascio di molecole come citochine
e fattori di crescita da parte di macrofagi e cellule endoteliali, come il Twumor Necrosis Factor (Q-
TNF), il Transforning Growth Factor (TGF) e il Platelet-Derived Growth Factor PDGF) (Liekens ez
al., 2001; Lichtenbeld ez a/, 1996).



Signaling molecules

Figura 1.2 Schema delle fasi angiogeniche e dei fattori pro-angiogenici che vi partecipano

Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF ¢ una tra le piu importanti proteine coinvolte nella regolazione del processo di
neovascolarizzazione sia in condizioni fisiologiche che patologiche. Come evidenziato in molti studi
VEGTF esercita una potente attivita angiogenica sia 7 vitro, in cui stimola la degradazione della ECM, la
proliferazione, la migrazione e la mitogenesi delle cellule endoteliali e induce nelle stesse I'espressione di
MMP e fattori del sistema del plasminogeno; sia 7z vivo, dove promuove la crescita di nuovi capillari e
agisce da vasodilatatore incrementando la permeabilita microvascolare, essenziale per la fase iniziale
dell’angiogenesi (Lickens ef al, 2001; Lichtenbeld ez al., 1996; Fong et al., 1995; Shalaby e al., 1995).
Esistono diverse isoforme di VEGF, rispettivamente di 206, 189, 165 e 121 amminoacidi, originate
dallo splicing alternativo degli 8 esoni che ne compongono la sequenza genica. La specie molecolare
predominante e dalla potente attivita mitogena, ¢ VEGF; che si presenta come una glicoproteina
omodimerica basica che si lega all’eparina (Ferrara ef al, 1997). Sono stati identificati anche 4 geni
strutturalmente correlati a VEGF 1 cui prodotti sono conosciuti come PIGFE (placental growth factor),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, a cui si aggiungono i polipeptidi espressi da specie virali (VEGF-E) e
quelli rintraccianti nel veleno di alcuni serpenti (VEGF-F) (Veikkola ez a/., 1999).



VEGF ¢ espresso in tessuti differenti quali cervello, fegato, rene e milza, ¢ stato ritrovato anche
nell’ovaio durante la formazione del corpo luteo, nell’'utero durante la crescita dell’endometrio vascolare
e nella fase proliferativa della cicatrizzazione delle ferite (Liekens e a/., 2001; Lichtenbeld ez 4/, 1996).
Diversi meccanismi sono coinvolti nella regolazione genica del’VEGF. Un ruolo rilevante ¢ giocato
dalla tensione tissutale di O,, come dimostrato dall’'aumento reversibile dei livelli di mRNA per VEGF
in condizioni di ipossia i vivo e in vitro. E stato osservato inoltre, che il messaggero ¢ regolato a livello
trascrizionale e post-trascrizionale da deficit di glucosio, suggerendo come I'induzione del gene sia lega
a stimoli di stress (Stein ez al, 1995). In aggiunta numerose citochine si sono dimostrate capaci di
operare indirettamente un up-regolazione dell’espressione del fattore di crescita, con conseguente
sintesi proteica e secrezione nell’ambiente extracellulare.

Tutti 1 membri della famiglia del VEGF esercitano 1 molteplici effetti biologici mediante il legame a 2
classi di recettori tirosin-chinasici posti sulla superficie cellulare: VEGEFR-1 (o fws-like tyrosine-kinase-1,
Flt-1) e VEGFR-2 (o kinase domain region/ fetal liver kinase-1, KDR/Flk-1). L’interazione con entrambi i
recettori ¢ essenziale per indurre lo spettro completo di risposte biologiche, sono poi il diverso grado di
affinita e la differente espressione tessutale delle due strutture recettoriali a determinare il tipo di effetto

evocato (Veikkola ez al., 1999).

1/ sistema Tie/ Angiopoietina

Agli inizi degli anni *90, esperimenti condotti su topi Knock-out hanno portato alla scoperta di 2 recettori
di superficie specifici per le cellule endoteliali, Tie-1 e Tie-2 (#yrosine kinase with immunoglobulin and EGF-
like domain), mettendone in evidenza al contempo, il coinvolgimento nella maturazione dei vasi
sanguigni (Partanen e al, 1992). Piu recente ¢ lidentificazione dei ligandi di questi recettori,
I’Angiopoietina-1 (Ang-1) e I’Angiopoietina-2 (Ang-2). In generale, il sistema Tie/angiopoietine risulta
essenziale per la comunicazione delle cellule endoteliali con quelle mesenchimali circostanti, allo scopo
di instaurare interazioni cellulari e biochimiche stabili, finalizzate alla formazione e al mantenimento dei
vasi neoformati. Ang-1 legangosi a Tie-2, agisce sulle cellule perivascolari mesenchimali stabilizzando 1
nuovi vasi primitivi (Davis ez a/, 1996). L’Ang-2, invece, competendo per il legame al recettore, si
comporta da antagonista del’Ang-1. Dati sperimentali hanno mostrato che la sovraespressione
dell'angiopoietina-2 conduce a destabilizzazione dei vasi sanguigni e comporta un rimodellamento
vasale, tuttavia significative concentrazioni di questo fattore, sono state rintracciate anche nelle zone in
attiva neovascularizzazione, dove si presume favorisca l'azione di VEGF, assumendo pertanto la
funzione di fattore pro-angiogenico (Holash et al., 1999; Maisonpierre e/ a/., 1996). Queste osservazioni
dimostrano ancora una volta come il processo angiogenico sia enormemente complesso e dipenda

strettamente dal preciso equilibrio tra stimoli negativi e positivi.



Fibroblast Growth Factor

Nel 1974 Gospodarowicz e colleghi riportarono I'isolamento di un nuovo fattore di crescita capace di
indurre la proliferazione dei fibroblasti in vitro (Gospodarowicz D, 1974). Dal frazionamento
dell’estratto biologico ottennero 2 distinte forme proteiche il acidic fibroblast growth factor, FGY-1, e 1l basic
fibroblast  growth factor, FGF-2. Sebbene mostrassero un’elevato grado di similarieta di sequenza,
possedevano una distinta attivita come mitogeni. Poco dopo altri due gruppi di ricercatori riportarono
la scoperta di coppie di fattori di crescita caratterizzate da una marcata affinita per 'eparina e capaci di
stimolare la proliferazione in coltura delle cellule del’endotelio vascolare. Analisi successive portarono
all'identificazione di queste nuove sostanze con le proteine descritte da Gospodarowicz.

Attualmente la famiglia dei fattori di crescita per i fibroblasti (FGF) conta almeno 22 membri, tutti
capaci di agire come molecole pleiotropiche su differenti tipi cellulari, incluse le cellule endoteliali.
Lattivita di questi polipeptidi si manifesta a seguito dell’interazione con 2 recettori: un recettore tirosin-
chinasico ad alta affinita (FGFR) e uno a bassa affinita, rappresentato da proteoglicani eparan solfato
(HSPG) (Presta ez al., 2005).

Un alto grado di eterogeneita ¢ stato osservato per le cellule endoteliali isolate da diversi tessuti e/o
specie animali differenti; una significativa variabilita esiste anche tra gli endoteli dei grossi vasi e quelli
del microcircolo, non di meno sulla superficie di tutte queste cellule sono presenti i recettori ad alta
affinita per FGF (Chi e al., 2003; Prestz ez al, 2005). I legame con la struttura glicoproteica di
membrana, permette alle varie isoforme ad alto e basso peso molecolare, di FGF-2 di esercitare i vivo
un’attivita angiogenica, stimolando la proliferazione e la chemiotassi delle varie cellule endoteliali
(Javerzat ez al., 2002; Presta ez al., 1986). Un “fenotipo angiogenico” piuttosto articolato, ¢ evocato dalla
forma basica del fattore di crescita per 1 fibroblasti anche zz vitro: la modulazione della proliferazione e
dell’espressione di recettori come integrine e caderine, lalterazione di sistemi di comunicazioni
intercellulari (gap-junction) e della produzione di proteasi, e la capacita di favorire la formazione di
strutture simil-capillari in colture seminate su gel di estratti della matrice extracellulare, in qualche modo
riassumono 1 vari aspetti del processo di neovascolarizzazione che avviene fisiologiacamente
nell’organismo (Bussolino ez a/., 1996; Hata ¢f al., 1999).

I membri della famiglia di FGF appartengono alla classe delle proteine associate all’eparina (heparin-
binding protein). 1’eparina ¢ un glicosamminoglicano (GAG) ricco di gruppi carichi negativamente,
rilasciato nel torrente sanguigno a seguito di un evento inflammatorio. Piu che il polisaccaride libero in
soluzione, la citochina sembra interagire preferenzialmente con le catene di GAG eparan solfaro
attaccate al core proteico di certi proteoglicani, sfruttando motivi amminoacidici basici. Questo recettore
a bassa affinita ¢ presente a livello della ECM, della membrana basale e della superficie cellulare
(Lindahl ez al, 1994); essenzialmente svolge un’attivita di controllo della biodisponibilita di FGF,

prevenendone la degradazione proteolitica e fornendo un sistema di immagazzinamento tale da



garantire localmente elevate concentrazioni del fattore di crescita e sostenerne risposte a lungo tempo.
La mobilitazione della citochina avviene per azione di enzimi proteolitici, quali le eparinasi; per
spiazzamento dal sito di legame ad opera dell’eparina circolante; oppure in seguito alla degradazione
della matrice come avviene durante le fasi iniziali dell’angiogenesi (Rusnati ef a/., 1996).

Gli HSPG, se associati alla membrana cellulare, sono in grado di attivare direttamente una cascata di
eventi intracellulari in risposta a FGF-2, incrementandone lattivita mitogena, inoltre la loro presenza ¢
richiesta per una corretta presentazione della molecola stessa a FGFR (Simons ¢7 a/., 2001; Rusnati e a/,
1996). Al contrario di VEGF, FGF-2 non ¢ specifico per le cellule endoteliali, infatti il suo recettore ad
alta affinita si puo trovare non solo sulla superficie di queste cellule, ma anche su cellule della
muscolatura liscia, fibroblasti, mioblasti e cellule tumorali (Basilico ¢f @/, 1992). Evidenze sperimentali
correlano FGF-2 al processo angiogenico sia in condizioni fisiologiche che patologiche; inoltre topi
privi della proteina presentano difetti neuronali ed alterazioni negli eventi di cicatrizzazione delle ferite e

di riparazione dei tessuti, sottolineandone il coinvolgimento (Ortega e al., 1998).

Tumor Necrosis Factor

Il Tumor necrosis factor (TNF) appartiene al gruppo di citochine coivolte nella stimolazione della fase
acuta dell’infiammazione di tipo sistemico. Svolge un ruolo anche in numerosissimi processi biologici,
tra cui la cancerogenesi, la replicazione virale, e influenza a livello cellulare la proliferazione, il
differenziamento e I'apoptosi. Il membro pit conosciuto di questa classe ¢ il fattore TNF-0. Prodotto
come una proteina transmembrana arrangiata in uno stabile omotrimero, viene convertito in forma
solubile trimerica a seguito dell’attivita proteolitica di una metalloproteasi (Tang ez al, 19906).
Indirettamente stimola I'angiogenesi 7z vivo attivando macrofagi, mastociti, cellule endoteliali e tumorali
alla produzione di fattori ad azione pro-angiogenica diretta. Incrementa infatti 'espressione di VEGF e
del suo recettore, di FGF-2 e di IL-8, un’interleuchina che induce il processo di neovascolarizzazione 7

vivo in modo dose-dipendente (Liekens ez a/., 2001; Fajardo ez al., 1992).

Trasforming Growth Factor

11 termine Trasforming Growth Factor ¢ usato per identificare due classi di fattori di crescita, TGF-a e
TGF-B, tra loro né strutturalmente, ne geneticamente correlate.

I polipeptidi della famiglia TGF-«, sono prodotti dai macrofagi, da cellule cerebrali e dai cheratinociti;
sono sovraespressi in alcune forme tumorali; inducono lo sviluppo dell’epitelio e contribuiscono al

recupero delle funzionalita del tessuto nervoso a seguito di danni o disordini neurodegenerativi (Fallon

et al.,2000).



ILa forma beta del fattore di crescita trasformante consiste invece, di tre isoforme multifunzionali in
grado di regolare la proliferazione e il differenziamento cellulare. Prodotto e rilasciato da vari tipi
cellulari, gioca un ruolo centrale nella rigenerazione tessutale, nel differenziamento cellulare, nello
sviluppo embrionale e nella regolazione del sistema infiammatorio. Assieme a TGF-a, agisce
sinergicamente per attivare processi di trasformazione cellulare, e per promuovere l'angiogenesi
(Pepper, 1997; Schreiber et al., 1986 -). L’effetto del TGF-8 sul processo angiogenico ¢ dovuto al
reclutamento e alla stimolazione di macrofagi e fibroblasti, e alla produzione di fattori angiogenici
diretti, in modo analogo al TNF (Pepper, 1997). Inoltre aiuta la stabilizzazione dei vasi neoformati
attraverso il richiamo di cellule della muscolatura liscia e di periciti, stimolandone inoltre la

proliferazione (Darland ez al., 1999).

Plateled-Derived Growth Factor

11 fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF) ¢ un potente induttore della proliferazione e della
motilita dei fibroblasti e delle cellule muscolari lisce. Questa glicoproteina dimerica, partecipa allo
sviluppo embrionale e all’angiogenesi, inoltre ¢ correlata a varie condizioni patologiche, come
larteriosclerosi, la fibrosi e alcune forme tumorali. I’isoforma PDGF-BB, legando il recettore espresso
sulle cellule endoteliali induce iz vitro lo sprouting e la formazioni di strutture tubulari; in aggiunta
contribuisce a stabilizzare i vasi neo-formati agendo da mitogeno per le cellule muscolari lisce e 1 periciti
(Battegay e¢f al., 1994; Lindahl e al., 1997). L attivita pro-angiogenica ¢ stata dimostrata ulteriormente in
studi sulla membrana corioallantoidea di pollo (CAM-test) e su arti ischemici, ee ¢ alla base dell'impiego
di tale fattore nella cicatrizzazione delle ferite e nella riparazione tessutale per il ripristino di un tessuto

connettivo vascolarizzato funzionale (Raines ¢ @/, 1991).

Matrixc MetalloProtease

Le Metalloproteasi della Matrice (MMP) costituiscono una famiglia di almeno 20 endopeptidasi Jinco-dipendenti, in
grado di degradare la matrice extracellulare. Sono note per il coivolgimento nel processing di recettori di superficie, nel
rilascio di induttori dell'apoptost, e nella regolazione dell'attivita delle chemochine. Prendono parte anche in vari eventi
cellulari, come la proliferazione, la migrazione, il differenziamento e la sopravvivenga. Come modulatori del
microambiente extracellulare, risultano essenziali per lo svolgersi delle varie fasi dell’angiogenesi: dalla deposizione alla
destabilizzazione della membrana basale, per effetto diretto sui componenti della ECM; dalla proliferazione alla
migrazione dell’endotelio, in relagione alla mobilitagione di fattori di crescita e allo shedding di recettori di membrana
(Chang e Werb, 2001). Prodotti dalle cellule epiteliali, dai fibroblasti e dalle cellule mediatrici dell'infiammasione, sono
Secreti come imogeni e comvertiti in seguito nella forma attiva da proteasi presenti nell ambiente extracellulare

(Westermarck et al., 1999).



A garanzia dell’omeostasi tissutale, esiste un fine sistema di controllo dell’attivita proteolitica delle
MMP, che agisce a livello dell’espressione genica, dell’attivazione per perdita del prodominio inibitorio,
e della produzione di inibitori tessutali endogeni (TIMP).

Le MMP sono coinvolte nella rimodellazione tessutale non solo in processi fisiologici, ma varie sono le

condizioni patologiche che presentano alterazioni del sistema proteolitico: cirrosi, artrite, sviluppo

tumorale e metastatizzazione.
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Interlenchina 8
Studi recenti hanno dimostrato che tra i vari membri della famiglia delle citochine, 'intetleuchina 8 (IL.-
8 o CXCL-8) e i suoi recettori CXCR1 e CXCR2, giocano un ruolo rilevante nel fenomeno angiogenico
e nello sviluppo tumorale (Koch ez al., 1992; Salcedo ez al., 2000 -). Sia le glicoproteine di superfice che il
loro ligando sono ampiamente espressi in vari tipi cellulari, fibroblasti, neutrofili, cellule endoteliali e
linee tumorali (Wang ez a/., 1998). Il meccanismo secondo cui IL.-8 svolgerebbe un’attivita regolatoria z
vivo sull’angiogenesi, prevede da un lato I'alterazione dell’espressione di alcuni geni anti-apoptotici con
ricadute positive sulla sopravvivenza e sulla proliferazione delle cellule endoteliali e dall’altro lato il
coinvolgimento di proteasi della matrice. Il sjgnaling autocrino e paracrino attivati dall’interleuchina,
indurrebbero infatti, la degradazione della matrice extracellulare a favorire la migrazione delle cellule
endoteliali e I'invasione delle cellule tumorali durante metastatizzazione, grazie all’attivita della MMP-2 e

della MMP-9. Il ruolo di IL-8 sulla neovascolarizzazione risulta ancor piu critico ed evidente in diversi



stati patologici, in particolare nel progredire di tumori maligni, per questo la ricerca si ¢ focalizzata
maggiormente sullo sviluppo di strategie atte a limitare piu che a favorire gli effetti della citochina (Li ez

al., 2002).

Hepatocyte Growth Factor

Il Fattore di Crescita per gli Epaticiti (HGF/SF) ¢ un mediatore paractino della ctrescita, del movimento
e della morfogenesi cellulare. Secreto dalla cellule mesenchimali come precursore inattivo, richiede
I'intervento proteolitico dei membri della famiglia dell’attivatore del plasminogeno, uPA o tPA. Agisce
primariamente sulle cellule epiteliali ed endoteliali tramite il suo legame col recettore tirosin-chinasico c-
met, ma esercita la sua attivita anche su altre cellule, tra cui 1 precursori ematopoietici e 1 neuroni.
Partecipa all’organogenesi durante 'embriogenesi, mentre nella fase adulta ¢ richiesto nei processi di
cicatrizzazione e nella rigenerazione d’organo (Gallagher ez 4/, 2000). Quest'ultimi processi sono in
parte influenzati dal ruolo di potente mediatore angiogenico, che HGF svolge, sia mediante attivazione

di c-met, che inducendo la produzione di VEGF da parte dell’endotelio (Reisinger ez a/., 2003 )

Angiogenina
L'angiogenina ¢ un polipeptide di 123 amminoacidi in grado di legare I'eparina, e rappresenta uno dei
primi fattori angiogenetici isolati da neoplasie umane. Numerose evidenze sperimentali accumulate
negli ultimi anni, definiscono la proteina come un potente marker di angiogenesi, e ne evidenziano il
ruolo critico nella patogenesi dei tumori (Fett ez al., 1985). Caratteristica che rende I'angiogenina unica
tra 1 vari fattori pro-angiogenici, ¢ la capacita di esercitare un’attivita, seppur debole, ribonucleasica.
Nonostante Pefficacia catalitica sia 10° - 10° minore di quella della RNAsi A, il dominio catalitico
sembra indispensabile ai fini di stimolare gli eventi di neovascolarizzazione in condizioni fisiologiche
che maligne (Riordan e Vallee, 1988). La molecola sfruttando un processo di internalizzazione mediata
dal recettore actina, presente sulla superficie delle cellule endoteliali, viene endocitata e traslocata nel
nucleo, dove promuove lo switching verso ad un fenotipo invasivo, indispensabile per la formazione di
nuovi capillari. Sebbene iz vitro angiogenina sembri favorire principalmente 'adesione delle cellule
endoteliali senza influire sulla migrazione e sulla proliferazione, in modelli di studio quali la CAM o la

cornea di coniglio manifesta invece un potente effetto stimolatorio sull’angiogenesi (Badet ez a/., 1990).

Molecole di adesione cellulare

Lo svolgimento delle varie fasi del processo di neovascolarizzazione non dipende solo dalla presenza di
enzimi, di fattori di crescita diretti e indiretti e dei loro recettori, ma anche dall’espressione di molecole
di adesione. Sia nell’iniziazione che nella fase finale dell’angiogenesi, infatti, le cellule endoteliali devono

modificare le interazioni cellula-cellula e cellula-matrice per destabilizzare I'endotelio dei vasi



preesistenti o per stabilizzare il capillare neoformato. Le molecole di adesione vengono generalmente
suddivise in 4 famiglie diverse: selettine, immunoglobuline, caderine e integrine (Bischoff et al., 1997).
Ognuno di questi gruppi di recettori contribuisce, in modo diverso, allo svolgersi del fenomeno
angiogenico, rappresentando cosi possibili target diagnostico-terapici.

Le integrine sono una classe di proteine eterodimeriche derivate dalla combinazione di varie isoforme
delle due subunita « e 3. Le cellule endoteliali esprimono piu tipi di integrine, e questo permette loro di
prendere contatto con un ampia varieta di componenti del’ECM. I recettori di tipo ayB; e a5 risultano
difficilmente rintracciabili sull’endotelio quiescente, mentre sono sovraespressi a livello del tessuto
vascolare tumorale e che in caso di neoplasie e malattie della retina, 'occupazione del loro sito di binding
per il ligando comporta un arresto degli eventi angiogenici indotti da FGF-2, VEGF e da TNF-a.
Partendo da tali osservazioni si attribui alle due glicoproteine o35 e o835, una funzione pro-angiogenica
(Brooks et al., 1994; Friedlander ¢z al., 1996). Entrambe riconoscono il motivo di adesione RGD (Arg-
Gly-Asp), esposto da alcune proteine della matrice extracellulare, quali fibronectina, vitronectina,
laminina, fattore di von Willebrand (vWF), fibrinogeno e la forma denaturata del collagene. Oltre a
mediare 'adesione tra le cellule e la ECM, tale legame produce, I'attivazione della cascata intracellulare
del segnale, che comporta variazioni dell’espressione genica che puo tradursi, a livello cellulare, in un
aumento della sopravvivenza, della crescita e della migrazione. L’interina o3, inoltre, sembra in grado
di legare la metalloproteasi della matrice tipo 2, in modo RGD-indipendente, comportando una
localizzazione dell’attivita degradativa proprio nei pressi delle cellule endoteliali stesse. Tutti questi
meccanismi risultano determinanti nello svolgersi delle varie fasi angiogeniche e vengono inoltre
sfruttati largamente nell’ambito di neoplasie e malattie a carattere inflammatorio (Eliceiri e Cheresh,
1999 ; Brooks et al., 1996 )

I recettori integrinici non sono gli unici ad essere chiamati in causa durante lo svolgersi delle fasi
angiogeniche, prendono parte al processo anche proteine di superficie, quali: le caderine dell’endotelio
vascolare (VE-caderine), il cui ruolo sembra correlato alla trasmissione di segnali di sopravvivenza
indotti da citochine come i1 VEGF (Carmeliet e al, 1999); membri della superfamiglia delle
immunoglobuline tra cui ICAM-1 e VCAM-1 (rispettivamente intercellular e vascular cell adhesion
molecule-1), sovraespressi in seguito alla stimolazione di fattori angiogenici come INF-y o TNF-«
(Brooks, 1996) e vari tipi di selectine, in particolare E-; P- e V-selectine, che in modo paragonabile alle
Ig promuovono 7z vitro migrazione e morfogenesi cellulare e 7z wvivo la formazione di nuovi vasi
(Halloran e7 al., 1995; Nguyen ez al., 1993).

Nella modulazione dei processi adesivi e chemiotattici ¢ coinvolta anche un’altra classe di molecole
recettoriali poste sulla superficie cellulare, i proteoglicani (PG), delle glicoproteine altamente glicosilate,
composte da un core proteico a cui sono legati uno o piu catene di glicosamminoglicani (GAG). Queste

macromolecole possono trovarsi secrete nella matrice extracellulare oppure inserite nella membrana



plasmatica come proteine integrali, e la loro presenza risulta critica in molti processi fisiologici tra cui
I'angiogenesi. Un gran numero di fattori di crescita, di molecole della ECM e di enzimi legano siti specifici
posti sulle catene zuccherine. Ad esempio i proteoglicani eparan solfato incidono in maniera rilevante
sulla bioattivita di fattori angiogenici chiave come 'FGF-2 e il VEGF, influenzandone la diffusione, il

tempo di emivita e I'interazione con i loro recettori cellulari (Iozzo e San Antonio, 2001).

1.2.2 Inibitori endogeni dell’angiogenesi

Molti dei signaling intracellulari associati con la cascata angiogenica, una volta attivati, innescano dei
feedback positivi, a sostenere una continua stimolazione del processo, mediante produzione e rilascio di
fattori di crescita e dei loro recettori. La presenza di inibitori endogeni, risulta necessaria al fine di
spegnere o limitare il segnale pro-angiogenico. Tali molecole possono essere suddivise in tre categorie:

1. frammenti proteici dotati di attivita proteolitica, quali angiostatina ed endostatina;

ii. mediatori solubili appartenenti a varie classi biochimiche, tra 1 principali si possono citare: la
trombospondina-1 (TSP-1), I'interferone-y (IFN-y), il fattore piastrinico-4 (PF-4), gli inibitori
dell’attivatore del plasminogeno (PAI) e gli inibitori delle metalloproteasi della matrice (TTMP)
(Carmeliet, 2000);

ii. geni oncosopressori, come p-53 ¢ VHL (Liekens ez a/., 2001; Lichtenbeld ez al., 1990).

Angiostatina

L’angiostatina ¢ una famiglia di isoforme derivate dal plasminogeno come risultato dell’attivita di
diverse endoproteasi, e che divergono per il contenuto di caratteristici domini a triplo loop, stabilizzati
da ponti disolfuro, detti Kringle (Cao et al., 1996).

Esistono ancora incertezze riguardo al meccanismo d’azione, ma sembra che tale molecola sia in grado
di inibire 7z vitro la proliferazione delle cellule endoteliali inducendo eventi apoptotici (Hanford ez a/,
2003) e di bloccare I'angiogenesi indotta da FGF-2 in saggi su membrana corioallantoidea di pollo.
Inoltre esperimenti iz vivo attribuiscono all’angiostatina la capacita di forzare le cellule tumorali, sia
primarie che metastatiche, a regredire ad uno stato dormiente (Cao ez al., 1999).

Analisi di Ligand-blot su lisati di cellule endoteliali, indicherebbero che il polipeptide interagisce con

numerose proteine tra le quali: PATP sintetasi, presente sulla superficie delle cellule endoteliali stesse; le



integrine; alcuni tipi di proteoglicani; ed una proteina di 42 kD corrispondente all’actina extracellulare di
membrana.

L attivita angiogenica sembra essere contingente alla composizione in Kringle, conseguentemente le varie
isoforme mostrano un diverso grado di effetto biologico. Tuttavia rimangono ancora da chiarire molti
aspetti del signaling intracellulare attivato dalle varie isoforme e dai singloli Kringle, in particolare quale

recettore, tra quelli prima elencati sia coinvolto direttamente nell’attivita inibitoria.

Endostatina
L’endostatina ¢ il frammento carbossi-terminale del collagene XVIII prodotto da processing enzimatico
elastosi-mediato (Wen e al, 1999). Similmente all’angiostatina, interferisce nel legame di alcuni fattori di
crescita al loro recettore. All'interno di questa molecola sono stati identificati due motivi di legame per
Peparina (Sasaki ef al., 1999; Hohenester ez al., 1998), che sembrano essere responsabili della sua capacita
inibitoria verso VEGF e FGF-2. Inoltre questa molecola interagisce a bassa affinita, con 1 vari
glicosaminoglicani eparan solfato (HSPG) di superficie coinvolti nel signaling dei fattori di crescita
(Karumanchi et al., 2001; Sasaki et al., 1999). In particolare, la sua attivita anti-angiogenica comporta una
riduzione della proliferazione delle cellule endoteliali e tumorali per attivazione di processi apoptotici
(ORellly et al, 1997); I'inibizione della migrazione cellulare VEGF-indota e dello sprouting capillare
(Wickstrom ez al., 2004) per interazione con lintegrina os@, esposta sulla superficie endoteliale e con
I'eparina del’ECM; e inoltre, I'inibizione dell’attivita catalitica di alcune proteasi, e questo da spiegazione

della minor capacita invasiva mostrata delle cellule dell’endotelio esposte al frammento proteolitico.

Trombospondina-1

L’endotelio vascolare normalmente si trova in uno stato di quiescenza, condizione che ¢ garantita
dall’azione di fattori anti-angiogenici espressi fisiologicamente dall’organismo, tra cui troviamo la
trombospondina-1 (TPS-1). Potente inibitore della genesi vascolare, TPS-1 ¢ in grado di bloccare vari
fattori implicati nel processo come ad esempio VEGF, molecole attivatici dei recettori tirosin chinasici,
proteine G, recettoti serin/treonin chinasici e lipidi. In particolare una sovraespressione di TSP-1 causa
una diminuzione dell’angiogenesi ed una conseguente inibizione della crescita tumorale (Streit ez al,

1999).

Protein-53
P-53 ¢ un fattore di trascrizione coinvolto nella regolazione del ciclo cellulare e appartenente alla
famiglia degli oncosopressori. La sua importanza ¢ legata alla capacita di preservare il genoma dalle
mutazioni attraverso meccanismi che implicano: Iattivazione di sistemi riparativi del DNA, il controllo

durante ciclo cellulare del passaggio dalla fase G, a quella S di replicazione del materiale genetico, e



I'induzione dell’apoptosi in caso di danno irreversibile al DNA. Alcuni studi hanno evidenziato un suo
coinvolgimento nel favorire la degradazione del polipeptide Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), un fattore
di trascrizione in grado di favorire I'espressione di induttori angiogenici (Ravi e a/., 2000), I'inibizione
della produzione di VEGF (Mukhopadhyay ez a/., 1995) e la stimolazione di TSP-1 (Dameron ez 4/,
1994).

Von Hippel-I indan
VHL ¢ un gene oncosopressore, il cui nome von Hippel-Lindau deriva dalla sindrome genetica che si
manifesta in seguito a mutazione dello stesso, con conseguente crescita anomala di tumori in parti del
corpo particolarmente vascolarizzate. Il suo ruolo nella regolazione dell’angiogenesi ¢ riconducibile
all’attivita ubiquitin-ligasica di cui ¢ dotato, e che consiste nella “marcatura” di specifiche proteine da
indirizzare a degradazione. Uno di questi target ¢ ’'HIF-1a, come sembra dimostrare 'osservazione che la
perdita della funzione di VHL, causa un aumento della concentrazione del fattore ipossia-inducibile-1a

che a sua volta comporta alti livelli di fattori angiogenici e una crescita sregolata dei vasi (Maxwell e a/;

1999).

1.3 ANGIOGENESI PATOLOGICA

L’angiogenesi ¢ di fondamentale importanza in molti processt fisiologici, come lo sviluppo embrionale, la
cicatrizzazione delle ferite e il ciclo mestruale, ma anche in alcuni processi patologici. Si possono
individuare alcune differenze tra il processo angiogenico fisiologico e quello patologico, come ad esempio
il mancato o scarso coinvolgimento nell’angiogenesi fisiologica della cicloossigenasi (COX,), del fattore di
crescita piastrinico (PLGF), dell'integrina a3, e dell’ossido nitrico (NO), che presentano invece un ruolo
attivo nel processo patologico (Liekens ez al, 2001). Inoltre, 'angiogenesi patologica oltre ad essere
caratterizzata dall’assenza di alcuni meccanismi regolatori ¢ spesso indotta da un processo inflammatorio:
monociti/macrofagi, piastrine, mast cellule e altri leucociti vengono attratti nel sito dell'infiammazione o
della cicatrizzazione in parte dai fattori angiogenici come il VEGF. Queste cellule producono a loro volta
fattori angiogenici che attirano cellule endoteliali e muscolari lisce, fibroblasti, leucociti e piastrine
(Lichtenbeld ez al., 1996).
In particolare si distinguono due classi di malattie associate alla genesi vascolare:

1. quelle dovute ad una bassa attivita angiogenica, come il danneggiamento dei tessuti in seguito

ad ischemia o ad insufficienza cardiaca;



ii. quelle dovute ad un’alta attivita angiogenica come il cancro (sia tumori solidi sia ematologici) e
le inflammazioni croniche tra cui lartrite reumatoide, la sindrome di Crohn, la retinopatia

diabetica, la psoriasi, 'endometriosi e I'arteriosclerosi (Lichtenbeld ez a/, 1996).
La possibilita, quindi, di intervenire su tale processo puo rappresentare una valida terapia per questi
disturbi patologici. La stimolazione della neovascolarizzazione (angiogenesi terapeutica) ¢ in fase di studio
per favorire il recupero di organi o di tessuti danneggiati, anche attraverso la pratica dell’ingegneria
tessutale, mentre linibizione del processo angiogenico viene effettuata nel trattamento di tumori,

retinopatia diabetica, malattie inflammatorie e alcune malattie vascolari.

1.3.1 Fattori angiogenici nella rivascolarizzazione terapeutica

L’effetto specifico di alcuni fattori di crescita per cellule endoteliali, come VEGF o FGF, ne suggerisce il
potenziale potere angiogenico terapeutico. I primi esperimenti condotti con FGF-2 hanno mostrato un
aumento della formazione di vasi collaterali in conigli con ischemia agli arti posteriori (Baffour ez al., 1992)
o con infarto del miocardio (Yanagisawa-Miwa ez a/., 1992). Trattamenti con FGF-2 hanno portato ad un
miglioramento della perfusione, un incremento del flusso sanguigno e al recupero di tessuti ischemici.
Prove cliniche in cui vengono somministrati FGF-1 e FGF-2 a pazienti sottoposti a bypass chirurgico
delle coronarie mostrano un aumento della perfusione e della rivascolarizzazione (Schumacher ez al., 1998;
Laham ez al., 1999). Allo stesso modo, 'impiego di VEGF, e in particolare, dell'isoforma a 165 aminoacidi,
in conigli affetti da ischemia agli arti posteriori, provoca un aumento della rivascolarizzazione (Takeshita ez
al., 1994).

Una strategia alternativa per 'angiogenesi terapeutica attraverso 'impiego di fattori di crescita ¢ la terapia
genica, in cui si inoculano frammenti di DNA, contenenti il gene per il fattore angiogenico interessato, nel
punto dell’organismo in cui si vuole aumentare I'espressione di quel determinato fattore di crescita, in
modo che induca una stimolazione del processo angiogenico. Un esempio ¢ rappresentato dall'impiego di
cDNA codificante per VEGF, tecnica che ¢ stata persino impiegata in #7als clinici in soggetti affetti da

malattie o danni all’apparato cardio-vascolari (Isner ¢f a/., 1990).
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I primi risultati hanno mostrato una soddisfacente rivascolarizzazione nel sito di iniezione (Isner, 1998).
Una limitazione nell'impiego di proteine angiogeniche somministrate tramite iniezione ¢ rappresentata
dallinstabilita di questi fattori 7 vivo e dall'incapacita di ottenere effetti controllati anche in luoghi lontani
da quello di somministrazione (Richardson ez a/., 2001; Yancopoulos ¢z a/., 2000). Nell’ottica di rimediare a
questi svantaggi sono stati progettati dei sistemi polimerici biodegradabili che provvedono il rilascio
localizzato e sostenuto nel tempo di uno o piu fattori di crescita. Per esempio, sono stati ideati sistemi di
rilascio di FGF-2, in cui questo fattore viene legato ad un supporto di eparina e il suo distacco avviene
grazie all’azione di una eparinasi. Un meccanismo analogo di cessione continua ¢ stato progettato anche
per VEGF, ottenendo un rilascio continuo del fattore anche per 15 giorni (Murphy ez a/, 2000). Questi
sistemi sono stati progettati per liberare solo un tipo di fattore angiogenico, ma la formazione di nuovi
vasi richiede I'intervento di diversi tipi di fattori di crescita e in tempi diversi durante il susseguirsi delle
fasi del processo (Nomi ez a/, 2000). Richardson ez a/. (2001) hanno progettato un nuovo sistema
polimerico che permette la liberazione di due o piu fattori di crescita, con dose e velocita di rilascio
controllate.

L’impiego in terapia di fattori di crescita o di altre proteine endogene porta, come gia accennato, ad alcune
limitazioni, tra cui: sintesi complessa e dispendiosa della macromolecola e difficolta nella formulazione di
una forma farmaceutica che assicuri la stabilita fino alla somministrazione 7z vivo € un rilascio controllato
ed efficace. Per ovviare a questi inconvenienti, attualmente si sta puntando all’uso di piccole molecole di
sintesi o di frammenti delle proteine stesse, che ne mimino lattivita biologica (peptidi e peptidomimetici)
e in quanto sostanze a basso peso molecolare, siano, di pit semplice produzione anche su larga scala ed

eventuale somministrazione  vivo.

1.3.2 L’angiogenesi nell’ingegneria tessutale

La perdita di organi o di tessuti a causa di incidenti, traumi, malattie o il loro deterioramento a causa
dell'invecchiamento rappresentano un importante problema terapeutico nella pratica medica. Le soluzioni
proposte, come per esempio il trapianto o la chirurgia ricostruttiva, sono spesso limitati da vari fattori,
come la carenza di donatori o il rischio di rigetto nel caso dei trapianti, o la bassa qualita, funzionalita e
anti-immunogenicita dei materiali impiegati nella ricostruzione chirurgica. Attualmente, uno dei campi piu
promettenti in grado di risolvere le problematiche elencate e garantire una maggiore disponibilita dei
tessutl ¢ rappresentato dall'ingegneria tessutale (Langer e /., 1993), che si prefigge di sviluppare sostituti
biologici in grado di mantenere, sostituite ¢/o aumentare le funzioni vitali degli organi o dei tessuti
danneggiati (Schultheiss ¢# a/., 2000), tramite I'identificazione zz vitro di condizioni di coltura che mimino
I'azione di segnali biologici e fisico-meccanici responsabili dello sviluppo e della sopravvivenza del tessuto

in vivo. L’impianto ottimale ¢ costituito da tre componenti:



1. cellule autologhe, che possono essere rappresentate da cellule isolate deputate a svolgere una
particolare funzione, qualora impiantate come tali nell’organismo ricevente (per esempio 1
sostituti cutanei, che contengono cheratinociti ¢/o fibroblasti) o cellule staminali, carattetizzate
da un alto potenziale proliferativo e oggetto, negli ultimi anni, di diversi studi;

. un supporto su cui seminare le cellule, che in gradi di fornire la struttura tridimensionale
necessaria alla formazione di un tessuto; tale supporto (scaffold) puo essere formato da materiali
sintetici (propilene, politetrafluoroetilene, poliestere o poliammide) o naturali (collagene, gel di
fibrina o acido ialuronico);

iii. molecole segnale solubili o legate al supporto, come fattori di adesione, di crescita e angiogenici.

Lo sviluppo di metodi efficienti per vascolarizzare 1 tessuti bioingegnerizzati ¢ sicuramente un passaggio
critico per ottenere esiti positivi. Diversi approcci possono essere impiegati per migliorare la performance
dellimpianto: I'incorporazione di fattori angiogenici nel tessuto ingegnerizzato, la semina di cellule
endoteliali e altri tipi cellulari nel supporto insieme alle cellule autologhe e la prevascolarizzazione del
supporto prima della semina delle cellule (Nomi ¢z /., 2000).

Come evidenziato in precedenza, i fattori di crescita angiogenici sono indispensabili per la proliferazione
delle cellule endoteliali e per la formazione dei vasi sanguigni. E possibile percid incorporare una fonte a
lento rilascio di un fattore angiogenico nel tessuto bioingegnerizzato prima dell'impianto, per
incrementare la crescita di nuovi capillari a partire dal zeswork vascolare del tessuto ospitante (Eiselt ez al,
1998). Tali composti possono essere sia proteine che brevi sequenze peptidiche riproducenti motivi

responsabili dell’attivita biologica della molecola endogena intera.

1.3.3 Angiogenesi nella crescita tumorale e nelle metastasi

La crescita tumorale ¢ un processo multifasico, che inizia con la perdita del controllo della proliferazione
cellulare. Le cellule neoplastiche iniziano a dividersi rapidamente dando luogo a una piccola massa
tumorale sferoidale detta “carcinoma in sitw” o tumore primario. Col trascorrere del tempo questa puo
invadere i tessuti circostanti e andare incontro a metastasi.

Gia all'inizio del XX secolo, Goldman osservo la formazione di nuovi vasi durante lo sviluppo di un
tumore, descrivendo cosi tale processo: “I normali vasi sanguigni di un organo, in cui si sta sviluppano il tumore,
sono disturbati da una crescita caotica, si verificano dilatazione e spiralizzazione dei vasi interessati, crescita di capillari e

nuova formazione di vasi, particolarmente quelli limitrofi.
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Figura 1.4 Schema degli ambiti biomedici legati all'ingegnaria tessutale

Nel 1971 Folkman defini il cancro come una patologia angiogenesi-dipendente ed evidenzio il fatto che le
cellule metastatiche sono in grado di diffondere solo dopo che i tumore stabilizza la sua
microcircolazione (Folkman, 1971).

Inizialmente la neoplasia pud presentare una fase avascolare, che lascia tuttavia subito il posto
all’acquisizione di un fenotipo angiogenico e allo sviluppo dello stroma (tessuto) tumorale, costituito da
pochi vasi sanguigni, cellule inflammatorie e tessuto connettivo.

La vascolarizzazione tumorale mostra due effetti contrapposti: da una parte la struttura della parete dei
vasi tumorali disturba gli scambi transvascolari di sostanze nutritive (con effetto dannoso per il tumore) e
di molecole terapeutiche; d’altra parte la struttura dei vasi permette un facile accesso per le cellule tumorali
al torrente circolatorio, facilitandone la propagazione in altri organi e I'insorgenza di metastasi (Kleiner ez
al., 1999).

I vasi tumorali differiscono da quelli normali per numerosi aspetti tra i quali: la mancanza di una
membrana basale completa ed organizzata, il mantenimento di una morfologia ancora in sviluppo ed
un’architettura abnorme. I vasi maligni appaiono infatti collassati, scarsamente differenziati, fragili, non
seguono piu un pattern di ramificazione gerarchica tipica di una rete vascolare normale e risultano
incapaci di sopportare la rapida crescita delle cellule tumorali con conseguente ipossia e necrosi locale.

Presentano inoltre un’alterata espressione dei marker specifici; ad esempio alcune cellule endoteliali non



espongono il CD31 (tipico marker endoteliale), mentre mostrano alte concentrazioni di proteine come
I'endoglina, assente sull’endotelio fisiologico (Kumar e al., 1999). Anche I'espressione delle molecole di
adesione si presenta piu eterogenea, € questo permette assieme ai caratteri sopraelencati di ricercare

strategie terapeutiche mirate alla sola vascolatura tumorale.

1.3.4 Angiogenesi nelle infiammazioni croniche

L’infiammazione e la vasculogenesi sono due processi strettamente correlati. Il sistema immunitario,
infatti ha un ruolo importante nella regolazione dell’angiogenesi, e molti studi indicano che alcuni
protagonisti del sistema di difesa del nostro organismo, come ad esempio i leucociti, sono in grado di
indurre la proliferazione vascolare e le citochine da essi prodotte a loro volta promuovono gli eventi di
genesi capillare (Polverini ef al., 1977; Koch ¢t al, 1992). Accanto al controllo svolto dai leucociti sul
processo angiogenico, ¢ da evidenziare come la cascata di eventi legati alla formazione di nuovi vasi,
abbia un forte impatto sui componenti del sistema immunitario e partecipi all'instaurarsi di una risposta
inflammatoria. Su questo fronte, le cellule endoteliali contribuiscono al reclutamento delle cellule
immunitarie nel luogo dellinfiammazione attraverso 'espressione di specifiche molecole di adesione.
Diverse sono le famiglie di recettori coinvolti, tra le piu rappresentative si puo citare: la superfamiglia
delle immunoglobuline, le selectine fondamentali nel promuovere I’adesione leucocitaria, e altre
molecole presenti sulla superficie dell’endotelio come i1 CD34 e il CD4 (Vanhee ez al, 1994).
L’espressione di queste proteine transmembrana ¢ stimolata da citochine come TNF, IL-1, e IFN,che
in questo modo favoriscono ’'adesione leucocitaria alle cellule endoteliali e 'extravasazione all’interno di
tessuti. Sebbene gli stimoli infiammatori sostengano una #p-regolazione dei fattori pro-angiogenici,
quest’ultimi, come ad esempio FGF-2, sembrano invece antagonizzare gli effetti innescati dalle
citochine pro-inflammatorie, inibendo considerevolmente la migrazione dei leucociti attraverso
I'endotelio. Questi studi rendono conto di alcuni aspetti dello sviluppo tumorale e di come le cellule
maligne riescano a sfuggire all'immuno-sorveglianza.

Negli ultimi anni si ¢ posto molto interesse sulla relazione esistente tra angiogenesi e infiltrazione
leucocitaria nelle malattie cardiovascolari e nelle inflammazioni croniche. In queste patologie il
coinvolgimento del sistema immunitario rende conto in parte del delinearsi del quadro clinico della
malattia. Inizialmente, nella fase acuta dell’infiammazione, si assiste ad alterazioni funzionali della
vascolatura: vasodilatazione, incremento della permeabilita e attivazione delle cellule endoteli; nella
successiva fase subacuta, i capillari si rimodellano e si verifica un aumento considerevole dell’attivita
mitotica endoteliale (Majno, 1998). Infine, la fase cronica ¢ caratterizzata da un incremento della

vasodilatazione e della densita capillare (Lichtenbeld e @/, 1990).



Nell’artrite reumatoide, per esempio, la presenza di nuovi capillari ¢ una delle prime evidenze
istopatologiche e si pensa sia indispensabile allo sviluppo del tessuto di granulazione (panno). In tale
patologia ’endotelio sinoviale ¢ costantemente soggetto a rimodellamento. I sinoviociti che si trovano
nella lesione reumatoide presentano caratteristiche simili a quelle delle cellule tumorali, pertanto
comportandosi come una massa tumorale invadono e distruggono I'ambiente circostante e sono
alimentati dagli stessi fattori che promuovono I'angiogenesi come FGF-2, VEGF, IL-8, VCAM-1 e E-
selettina (Koch, 1998).

Anche nella psoriasi 'espansione del microcircolo dermale rappresenta un aspetto centrale della
malattia. Lo sviluppo di capillari anomali e di alterazioni all’epidermide, sono accompagnati da una
massiva produzione e rilascio di stimoli pro-angiogenici (TGF, VEGF, IL-8), che partecipano
sostenendo linfiltrazione delle cellule polimorfonucleate, la rapida proliferazione dei cheratinociti e il
processo angiogenico stesso (Detmar ez al., 1994).

I meccanismi di patogenesi descritti, in particolare il ruolo che il processo angiogenico svolge, sono
rintracciabili anche in altre malattie infiammatorie come il motrbo di Crohn, 'endometriosi, e la
retinopatia diabetica. Questi aspetti sottolineano ancora una volta, come I’endotelio vascolare

rappresenti un promettente target terapeutico.

1.4 PEPTIDE MIMICRY

Negli ultimi dieci anni il numero di nuove sostanze dall’attivita modulatoria verso il processo angiogenico
¢ aumentato considerevolmente. Sostanzialmente questi composti rientrano in tre grandi classi: anticorpi,
peptidi e piccole molecole. Alcune di queste sono gia state approvate soprattutto per terapie anti-tumorali
(es. Avatin) o sono in fase finale di sperimentazione clinica.

Come riportato in precedenza I'impiego di proteine, in campo sperimentale o terapeutico, non ha sempre
dato i risultati sperati, spesso a causa dalla scarsa stabilita, dall’elevato costo e, a volte, dalla difficile
reperibilita dei composti stessi. Le informazioni che si possono ottenere, tuttavia, sulle relazioni struttura-
attivita e sulle proprieta conformazionali delle proteine, o sulle caratteristiche del legame col loro
recettore, possono rappresentare la base per la progettazione di brevi sequenze aminoacidiche che ne
mimino la struttura o la funzione (Horwell, 1995; Boteju, 1996; Chao, 1996). In quest’ottica, ¢ stata
concepita una strategia di progettazione razionale nota come peptide mimicry, che offre la possibilita di
individuare frammenti delle proteine native in grado di indurre, almeno in parte, la risposta biologica
propria della proteina intera. F stato evidenziato, infatti, che spesso esiste un dominio attivo minimo
responsabile di gran parte dell’attivita della proteina; percio riproducendo solo questa porzione, si
possono teoricamente, mimare le complesse interazioni molecolari della proteina d’origine. Brevi

sequenze peptidiche possono essere sintetizzate per via chimica in grandi quantita e purificate fino a gradi



di omogeneita molto elevati. L'impiego inoltre, di tali peptidi non ¢ accompagnato dagli inconvenienti
connessi con l'utilizzo delle proteine native. Queste piccole molecole 1 sono economicamente piu
accessibili, possono essere conservate piu a lungo e facilmente rispetto alle proteine da cui derivano in
quanto piu stabili, e sono, in genere, maggiormente solubili in ambiente acquoso. Questi composti,
mostrano un’elevata flessibilita di impiego e possono essere opportunamente modificati al fine di
modulare le proprieta chimico-fisiche, di indurre alterazioni strutturali o del comportamento a livello
biologico, come un’aumentata permeabilita attraverso le membrane o una minor sensibilita alla
degradazione proteolitica. In particolare, per ovviare a quest'ultimo problema, si puo ricorrere a diversi
approcci per migliorare la stabilita del peptide contro gli enzimi proteolitici, andando a modificare la
tipologia e/o la quantita di residui presenti nella molecola.
Tutto questo rende conto dei numerosi studi volti per lo sviluppo di peptidi e sostanze peptidomimetiche
, come farmaci, in particolare, nel caso in cui si voglia interferire con interazioni proteina-proteina, questa
classe di molecole rimane ancora di elezione rispetto alle altre.
Brevi sequenze aminoacidiche possono essere infatti impiegate:
i. per la comprensione a livello molecolare degli eventi legati al binding con specifici ligandi,
fungendo cosi da lead compound,;
i. come strumenti biochimici per lo studio dettagliato di pathway molecolari (Mendoza e 4L,
2005), per testare attivita di enzimi e rintracciare la presenza e/o la localizzazione di precisi
ligandi, sfruttando la marcatura con radioisotopi o fluorofori;

ii. in diagnostica, accoppiati a tecniche di zwaging, posso fungere da traccianti veicolabili
nell’organismo, altamente selettivi nel rintracciare zarget angiogenici, per visualizzare zone della
vascolatura alterate, con anomalie, come quelle tumorali. (D’Andrea ez al, 20006).

Molecole peptidiche rappresentano quindi una nuova linea di intervenendo in molti campi biomedici, e
grazie alle enormi potenzialita, qui brevemente descritte, contribuiscono allo sviluppo e al
miglioramento di nuovi approcci terapeutici come nell’ambito degli anti-tumorali o dell'ingegneria

tessutale.



2. METODI

CHIMICA DEI PEPTIDI

2.1 SINTESI PEPTIDICA SU FASE SOLIDA (SPPS)

L'estrema efficienza della biosintesi delle proteine, che avviene nel citoplasma delle cellule al ritmo di 20
condensazioni di amminoacidi al secondo, ¢ sempre stata uno stimolo forte per esplorare nuove strade
nel campo della sintesi di peptidi. Durante la biosintesi le proteine non si trovano in soluzione, ma sono
ancorate con legame estereo ad una molecola di RNA transfer il quale, a sua volta, ¢ legato al
complesso ribosoma/RNA-messaggero. Questo costituisce una sorta di supporto solido dal quale le
proteine si staccano solo al completamento del processo. La tecnica SPPS (So/id Phase Peptide Synthesis),
messa a punto nel 1963 ad opera di Bruce Merrifield (19806), ¢ attualmente il metodo piu vantaggioso
per la sintesi peptidica e richiama, da un certo punto di vista, la biosintesi delle proteine.
La produzione di un peptide con tale tecnica, generalmente richiede 5 passaggi:

* assemblaggio della catena;

* sblocco dalla resina e rimozione dei gruppi protettori in catena laterale;

* purificazione;

* eventuali modifiche chimiche post-sintes;

* caratterizzazione.
Diversamente da quanto avviene nelle cellule, la sequenza peptidica ¢ sintetizzata a partire dall’estremita
C-terminale verso I'N-terminale, con il gruppo carbossilico dell’'ultimo amminoacido della sequenza legato
ad un supporto solido (resina) tramite un /Znker, la crescita della catena polimerica avviene cosi in fase
eterogenea. L’ancoraggio ad una matrice insolubile costituisce il vantaggio principale di questa tecnica in

quanto permette di condurre l'intera sintesi nello stesso recipiente, dato che il prodotto viene isolato dopo



ogni ciclo attraverso semplice filtrazione. Questo comporta una ridotta perdita di materiale dovuto ad una
minore manipolazione ed una sensibile riduzione dei tempi di lavoro, grazie alla possibilita di
automatizzazione della procedura. Infatti, con la sintesi su fase solida si possono ottenere anche catene
peptidiche lunghe fino a 50 amminoacidi, cosa molto difficile in soluzione, a causa della scarsa solubilita
dei peptidi, legata alla presenza dei gruppi protettori delle catene laterali.

Le resine migliori per la sintesi peptidica sono quelle costituite da particelle di piccole dimensioni e
scarsamente reticolate; tali resine permettono una rapida diffusione dei reagenti all'interno dei granuli e il
loro notevole rigonfiamento permette di accomodare meglio le catene del peptide in crescita. Come
supporti solidi si utilizzano solitamente resine quali polistirene copolimerizzato con 1% di divinilbenzene
o resine poliacrilammidiche, che possiedono la proprieta di rigonfiarsi abbondantemente in solventi polari
non protici come N-N-dimetilformammide (DMF), N-metil-2-pirrolidone (NMP) e diclorometano

(DCM) fino a raggiungere un volume pari a 10 volte quello iniziale (User Manual).
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Figura 2.1. Schema generale della sintesi peptidica su fase solida

Attualmente in commercio sono disponibili resine derivatizzate con differenti /nker, anche gia
funzionalizzate con il primo amminoacido protetto al gruppo a-amminico e in catena laterale se
richiesto. Per soddisfare specifiche esigenze chimiche si puo ricorrere a supporti atti a fornire peptidi
acidi, estere- o ammido-terminali, contenenti particolari gruppi funzionali e con diverso grado di
resistenza a condizioni di acidolisi.

Dopo lo sblocco del gruppo protettore O-amminico del residuo legato al peptide in crescita, si effettua

una reazione di condensazione tra il gruppo O-amminico e la funzione carbossilica attivata di un nuovo



residuo, con formazione di un legame peptidico: I'assemblaggio della catena consiste percio in una serie di

cicli di reazioni di deprotezione e condensazione o coupling.

Gli amminoacidi oltre ai due gruppi funzionali principali, il terminale O-aminico e carbossilico, possono
contenere in catena laterale altri gruppi reattivi, che potrebbero interferire durante la formazione del

legame peptidico. Ne risulta la necessita di proteggere questi gruppi funzionali, considerando inoltre

che nelle condizioni di rimozione del gruppo protettore O-amminico della catena principale, 1 gruppi
protettori delle catene laterali devono rimanere stabili; strategia che va sotto il nome di protezione
ortogonale.

Le due pit comuni chimiche per la sintesi di catene peptidiche tramite SPPS, si basano sulla reattivita
dei rispettivi gruppi protettori del terminale Q-amminico impiegati: Fmoc  (N%-9-
fluorenilmetilossicarbonil), rimosso in ambiente basico, e #Boc (#erz-butilossicarbonil), rimosso in
ambiente acido (Merrifield, 1986; Fields e al., 1990). Le sintesi dei peptidi presentati in questa tesi sono
state eseguite con strategia Fmoc.

Conclusa la sintesi, il peptide viene sbloccato dal supporto solido, operazione che solitamente comporta
anche la simultanea deprotezione delle catene laterali. Nell’eventualita in cui si vogliano condurre
reazioni che coinvolgano selettivamente uno dei terminali o una funzionalita in catena laterale ¢
possibile, scegliendo opportunamente il Znker e 1 gruppi protettori laterali, sbloccare solo il peptide dal
supporto solido senza rimuovere 1 gruppi in catena laterale.

Un fattore critico della sintesi su fase solida ¢ rappresentato dalla resa di coupling: che determina, durante
la sintesi un progressivo decremento delle catene corrette in crescita. Inoltre la presenza di sequenze
incomplete (delete e troncate), simili al prodotto voluto, possono creare problemi nella fase di
purificazione. La difficolta di sintesi ¢ sequenza dipendente, peptidi e proteine amiloidi sono note quali
“difficult sequences” e analogamente sequenze che presentano un’elevata tendenza ad aggregare possono
dare seri problemi sintetici.

Solitamente, la procedura di sintesi prevede per ogni residuo, un unico ciclo di condensazione (coupling
singolo), nei cast in cui le rese risultano relativamente basse, al fine di evitare la formazione di sequenze
incomplete, si puo cercare di forzare la formazione del legame peptidico impostando due reazioni
consecutive di condensazione (coupling doppio) e/o si pud bloccare la crescita di queste catene incomplete

tramite reazione di capping con anidride benzoica o acetica.
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Figura 2.2. Struttura dei gruppi protettori del terminale a-amminico, #Boc e Fmoc.

2.1.1 Funzionalizzazione della resina

Nel presente lavoro di dottorato sono state utilizzate le seguenti resine:

*  HMP Resin;

*  Fmoc-Met-Wang Resin;

e Rink Amide MBHA Resin;

*  Fmoc-Lys(Boc)-Wang Resin;

*  Fmocg-Lys,-Lys,-Lys-3Ala-Wang Resin.
Operando in chimica Fmoc ¢ stato impiegato come supporto solido la resina HMP, conosciuta anche
come Wang Resin, al fine di ottenere sequenze acide dopo lo sblocco con una miscela al 95% di TFA.
Alcuni peptidi a seguito della loro suscettibilita a ceavage enzimatico, possono essere modificati per
aumentarne la resistenza alla proteolisi, una delle strategie adottabili prevede il blocco delle funzioni
terminali tramite ammidazione del gruppo carbossilico e acetilazione del terminale amminico. Nel primo
caso sono disponibili linker che forniscono, dopo lo sblocco, peptidi ammide-terminali, come la resina
Rink Amide mBHA..
Nei casi in cui la resina non sia gia funzionalizzata con I'amminoacido opportuno, si procede
all’ancoraggio di questo. Per la realizzazione del coupling, il gruppo carbossilico del’amminoacido deve
essere attivato. A questo scopo, operando con resina HMP, il metodo utilizzato nel presente lavoro
prevede la sintesi di un’anidride simmetrica altamente reattiva a partire da DCC e 2 equivalenti di Fmoc-

amminoacido protetto in catena laterale (User Manual).
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La dicicloesilurea che si forma come sottoprodotto, ¢ un composto altamente insolubile in DMF/NMP
che precipita e viene rimosso per filtrazione, mentre I’anidride viene trasferita nel reattore contenente la
resina. La reazione ¢ eseguita in doppio coupling, utilizzando come agente condensante 1 ml di
soluzione DCC/NMP 1 M e come catalizzatore 0,1 equivalenti di DMAP (Wang e7 a/., 1981)

A tale step si puo far seguire una reazione di capping con 2 mmoli anidride benzoica, per acetilare i siti
della resina che non hanno reagito precedentemente. Per la funzionalizzazione della resina Rink amide
mBHA ¢ stata adottata un’attivazione 7 situ con una miscela HBTU/HOBt o col solo HBTU, analoga

a quella impiegata nei cicli di accrescimento del peptide.

2.1.2 Stima del grado di funzionalizzazione della resina

La funzionalizzazione della resina con il primo amminoacido, ¢ stata stimata utilizzando la procedura
indicata nel manuale d’uso del sintetizzatore e che prevede la quantificazione del gruppo Fmoc
rilasciato in soluzione dopo reazione di deprotezione del terminale a-amminico. In pratica si ¢ operato
nel modo seguente: 4+8 mg di resina funzionalizzata, seccata sotto vuoto per 1 ora, sono stati
accuratamente pesati e trattati con 0.5 mL di soluzione al 20% di piperidina in DMF per 15 min, a
temperatura ambiente e agitando manualmente. La deprotezione della funzione a-amminica del residuo
legato al supporto, genera il composto H-(9-fluorenilmetil)piperidina che assorbe a 301 nm (€ = 7800)
(figura 13). Dopo aver portato la miscela ad un volume finale (V) di 50 mL con DMF, si misura
I’assorbanza della soluzione ottenuta a 301 nm tramite uno spettrofotometro UV a doppio raggio.

La sostituzione, espressa in mmol/g viene calcolata utilizzando la formula qui sotto riportata:

Sostituzione (mmoli/g) = [As,; X V(mL)]/[7800 X wt(g)]

dove wt indica il peso del campione di resina in grammi, dopo che ¢ stato seccato sottovuoto.
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Figura 2.4. Attivazione del gruppo carbossilico del’amminoacido N°-Fmoc protetto tramite DCC via anidride
simmetrica.

2.1.3 Deprotezione del gruppo a-amminico

All'inizio di ogni ciclo, per permettere 'accrescimento della catena peptidica ancorata al supporto solido, il
gruppo protettore del terminale amminico dell’ultimo amminoacido incorporato deve essere rimosso
(User Manual). La strategia di protezione della chimica Boc si basa su una graduale labilita in ambiente
acido; il gruppo #Boc risulta infatti stabile ad alcali e nucleofili, mentre viene rimosso rapidamente da
acidi organici e inorganici, (solitamente si utilizza una miscela di TFA al 20+50% in DCM, per 20-30
minuti; figura 12). I gruppi protettori in catena laterale impiegati, generalmente risultano stabili in tali
condizioni, tuttavia per ridurre possibili reazioni collaterali, ogni traccia di TFA e di gruppi amminici
protonati viene eliminata tramite reazione di neutralizzazione con una soluzione diluita di DIEA (Fields ez

al., 1992).
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Figura 2.5. Reazione di acidolisi del gruppo Boc.



Caratteristiche completamente opposte mostrano le classi di gruppi protettori utilizzati in chimica Fmoc:
quelli presenti in catena laterale sono di tipo acido-labili, mentre la rimozione del gruppo Fmoc avviene in
soluzione al 20% di piperidina in NMP. Queste condizioni danno il vantaggio, una volta avvenuto lo
sblocco di avere il gruppo amminico N-terminale libero, del peptide su resina, pronto per la successiva

reazione di acilazione, senza richiedere passaggi aggiuntivi di neutralizzazione.

o |
\n/ Supporto
H o) R
N:

O.O + <:\/+H2 + _O\”/E\HOLSupporto

CH. (0] R

Oy :

N H o)

Figura 2.6. Reazione di deprotezione del gruppo Fmoc con piperidina.

2.1.4 Reazione di condensazione

Nel considerare la fase di condensazione del processo di SPPS, si deve tener presente che la resa e la

velocita di questa reazione sono legati ad una serie di variabili:
L. la scelta del solvente. Questa determina in parte il grado di rigonfiamento del peptide su
resina e ne influenza Paccessibilita ai siti reattivi. Inoltre esercita un effetto diretto sulla

cinetica del coupling stesso;



ii. Iingombro sterico. E correlato alla natura delle catene laterali e al tipo di gruppi protettori
impiegati;
ii.  la reattivita del gruppo carbossilico attivato. Questo aspetto influenza non solo la velocita di
acilazione, ma anche la comparsa di reazioni secondarie, come la racemizzazione.
Sono stati per questo, sviluppati diversi metodi per la formazione del legame ammidico, al fine di
ottimizzare sempre piu le condizioni di sintesi (riduzione dei tempi, limitazioni delle reazioni collaterali).
La creazione di un legame peptidico richiede molta energia quindi ¢ necessario procedere all’attivazione
o del gruppo acido o del gruppo amminico, per favorire il verificarsi della reazione. L’attivazione del
gruppo amminico ¢ stata a lungo oggetto di studio, sostituenti elettrondonatori potrebbero aumentare
la nucleofilicita dell’azoto, ma in contemporanea diminuirebbero anche la facilita di acilazione a causa di
un aumentato ingombro sterico. Finora non si ¢ ancora riusciti a trovare un approccio realmente
praticabile, per cui I'attivazione del gruppo carbossilico, rappresenta tuttora il processo fondamentale di
tutti i metodi di condensazione in uso. Le quattro diverse tecniche di attivazione piu impiegate passano
attraverso la preparazione di alogenuri acilici, anidridi simmetriche, esteri attivi e Pattivazione 7 sitn di

reagenti.

Cloruri acilici
Il gruppo carbossilico di un amminoacido puo essere attivato trasformandolo nel corrispondente
alogenuro acilico. I derivati cosi ottenuti hanno storicamente trovato largo impiego nella sintesi in
soluzione, mentre il loro uso in SPPS ¢ piu limitato. Attualmente si ricorre a questa procedura strategia
quando l'ingombro sterico cosi elevato da rendere proibitivo 'impiego di altri reagenti condensanti. I
cloruri acilici dei residui amminoacidici sono dei derivati troppo attivati da rendere il carbonile
suscettibile anche all’attacco di deboli nucleofili, e da rendere spesso spontanea ciclizzazione con
possibile racemizzazione. Inoltre la loro preparazione richiede I'impiego di reattivi troppo forti, come
SOCI; e PCl;, che risultano poco compatibili, in termini di stabilita, con il gruppo Boc e vari
amminoacidi. Invece sono disponibili in commercio un gran numero di fluoruri acilici dei Fmoc-
amminoacidi, che rispetto ai cloruri, hanno una reattivita piu simile agli esteri attivi, una stabilita

maggiore in soluzione e limitano il verificarsi di reazioni secondarie.

Anidridi simmetriche
Le anidridi simmetriche sono preferenzialmente impiegate in chimica Boc, sono specie altamente reattive
e si possono preparare facendo reagire 7 situ 'aa N*-protetto con la N,N'-dicicloesilcarbodiimmide, DCC,
nel rapporto 2 : 1, in un solvente polare come diclorometano (DCM). La reazione tra la DCC e 'N*-
protetto-aa forma dapprima O-(N"-protetto-amminoacil)-N,N'-dicicloesilisourea, DCIL. Questo ¢ un forte

acilante e puo reagire: con un secondo amminoacido, come in questo caso, oppure con un ossidrile, come



nella sintesi degli esteri attivi, o infine con una ammina, come nella sintesi diretta del legame ammidico
con DCC aggiunta 2 situ. Dalla reazione si ottiene per ogni equivalente di aa attivato, un equivalente di
DCU, che deve essere rimosso per filtrazione; mentre I'anidride simmetrica isolata, ¢ fatta reagire con il
gruppo amminico del peptide in crescita, per la formazione del legame ammidico tramite amminolisi.

Un inconveniente nell’utilizzo di anidridi simmetriche ¢ che la loro preparazione ¢ piuttosto dispendiosa,
in quanto richiede l'utilizzo di 2 equivalenti di amminoacido per ottenere 1 equivalente di specie attivata

che comunque deve essere utilizzata in eccesso rispetto alle moli di peptide su resina in crescita.

Esteri attivi
Gli esteri attivi sono una classe di esteri particolarmente reattivi perché contengono alcoli che sono ottimi
gruppi uscentl. Questo puo essere dovuto a due motivi:
1) l'alcol ha caratteristiche acide e quindi il suo alcossido ¢ una basa debole ed ¢ quindi un buon gruppo
uscente. In questa categoria ci sono alcuni derivati del fenolo come p-nitrofenolo e 2,4,5-triclorofenolo;
2) l'alcol, anche senza essere particolarmente acido, ha una struttura tale da fornire assistenza
anchimerica durante la reazione di amminolisi. In questa categoria ci sono 1 derivati della
idrossilammina come N-idrossisuccinimmide, HOSu, e N-idrossibenzotriazolo, HOBt.
Un estere attivo molto usato ¢ quello con HOBY, data la rapidita di formazione e 'alta reattivita. Altro
agente condensante introdotto piu recentemente nella pratica della sintesi peptidica ¢ il pentafluorofenil
estere (OPfp), preparato a partire da DCC e pentafluorofenolo. Poiché da solo Opfp, da condensazioni

con cinetica lenta, spesso si introduce nella miscela di reazione anche HOBt in rapporto 1:2.

Agenti condensanti 7n situ

L’esempio classico di un reagente condensante iz sitn ¢ rappresentato dalla DCC, e dai suoi derivati come
la. N,N'-Diisopropilcatbodiimmide (DIPCDI) e la 3-etil-1(IN,N-dimetil)aminopropilcarbodiimmide
(EDCI), sviluppati al fine di ottenere come prodotti secondari di reazione, uree solubili nei solventi polari
solitamente usati durante le sintesi, quali DCM e DMF, e in soluzioni acquose.

La diffusione di questa procedura di coupling si ¢ accentuata in seguito all'introduzione nella miscela di
acilazione di nucleofili ausiliari. Tra gli additivi catalitici maggiormante impiegati c’e THOBt, 'HOSu e il
HONB (immide N-idrossi-5-norbornene-2.3-dicarbossilica). 11 compito di queste molecole ¢ quello di
accelerare la velocita della reazione di condensazione carbodiiimide-mediata, di ridurre possibili reazioni
secondarie, in particolare la racemizzazione. Tutti questi additivi sono capaci di agire da accettori di
protoni, facilitando la deprotonazione dello ione ammonio intermedio, e quindi riducendo fortemente i

tempi di reazione.



Essendo impiegati come catalizzatori, in misura equimolare al componente acilate, durante la fase di
accrescimento della catena peptidica, la loro concentrazione rimane invariata e questo assicura che il
prodotto secondario, derivato dell’isourea, altamente reattivo abbia vita breve.

Recentemente in alternativa alla DCC sono stati sviluppati altri agenti condensanti: benzotriazol-1-il-ossi-
tris-(dimetilammino)-fosfonio  esafluorofosfato, BOP, 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
esafluorofosfato, HBTU, 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio tetrafluoroborato, TBTU, e 2-
(2-0s0-1(2H)-piridil)-1.1.3.3-bis-pentametileneuroniotetrafluoroborato, TOPPipU. Per ottenere alte
efficienze di condensazione la presenza di un’ammina terziaria come diisopropiletilammina (DIEA) o N-
metilmorfolina, e anche in questo caso lintroduzione di HOBt incremente la velocita di coupling e
sopprime possibili reazioni secondarie.

L’acilazione con BOP, tuttavia, porta alla liberazione di coprodotti cancerogeni che ne limitano 'impiego
su larga scala. Per risolvere il problema, sono state apportate delle modifiche al reagente in modo da
sviluppare un derivato potenzialmente meno tossico, il benzotriazol-1-il-ossi-tris-pirrolidino-fosfonio

esafluorofosfato, PyBOP (Fields ez al., 1992).

In questo lavoro di dottorato ¢ stata seguita la procedura chiamata FastMoc (User Bulletin 33), messa a
punto dalla Applied Biosystems, prevede l'utilizzo dell’agente condensante HBTU, sciolto in una
soluzione di HOBt e DMF.

L’attivazione 7 situ con HBTU/HOBt ¢ piu veloce e piu efficace rispetto a quella via estere attivo, e
non richiede la separazione delle fasi di attivazione e condensazione separate (Fields ez al., 1991; Ball ez
al., 1990).

La procedura automatizzata richiede la dissoluzione dell’amminoacido protetto al terminale a-amminico
e in catena laterale, da legare al peptide in crescita, in una soluzione composta da 2,1 gdi NMP e 2,2 g
di una soluzione 0.45 M di HBTU/HOBt in DMF (200 ml. di una soluzione 0,5 M di HOBt cui si
aggiungono 100 mmoli di HBTU). La soluzione ¢ poi trasferita direttamente al reattore, dove si
aggiungono 0,32 ml di ammina terziaria, DIEA, che promuovono 7 situ la reazione di coupling. 1’intera

procedura ¢ completata in circa 30 min.

N
\\N L
\
/ - N
P /
N PR N
. OH
(CHg)2N N(CHz)2
HBTU HOBt

Figura 2.7. Struttura degli agenti condensanti HBTU e HOBt.



2.1.5 Stima della resa della reazione di coupling
Per valutare la percentuale di coupling dopo ogni ciclo di acilazione, si utilizza il Kaiser test, detto anche
test alla ninidrina (Fields e# a/., 1992; Sarin ef al., 1981).
Un campione di resina, tra 2 ¢ 8 mg, viene lavato con 3 aliquote di metanolo, la prima delle quali con
aggiunta di 2-3 gocce di acido acetico (nel caso di utilizzo di chimica Fmoc, per ovviare a eventuali
reazioni di sblocco dello Fmoc), seccato sotto vuoto per 1 ora e pesato accuratamente.
11 protocollo, successivamente, prevede:

1 - addizione in sequenza di: 75 PL di Monitor 1 (soluzione al 76% (w/w) fenolo/etanolo), 100 YL di
Monitor 2 (soluzione 0.2 mM di KCN/piridina ) e 75 ML di Monitor 3 (soluzione 0.28 M

ninidrina/etanolo);

2 - riscaldamento della miscela a bagnomaria a 100°C per 5 min;

3 - aggiunta di 4,8 mL di soluzione di etanolo al 60%;

4 -dopo centrifugazione, misura di assorbanza del liquido surnattante a 570 nm mediante
spettrofotometro UV a doppio raggio.

La quantita di funzioni amminiche libere ¢ calcolato mediante la seguente formula:
umoli/g di gruppi amminici = [A X V X 10°]/[e X P]

dove A ¢ il valore di assorbanza a 507 nm del campione meno il valore di assorbanza della soluzione di
riferimento (75 PL di Monitor 1, 100 PL di Monitor 2 e 75 UL di Monitor 3 in 4,8 mL di soluzione di

etanolo al 60%); V ¢ il volume del campione espresso in mL; € ¢ il coefficiente di estinzione molare pari
2 15000 mol'em™; P ¢ il peso del campione espresso in mg.

La resa della reazione di coupling ¢ data da:
Resa % = {1-[ pmoli/g di gruppi amminici/ (sostituzione(mmoli/g) X 107)]} X 100

La reazione attraverso la quale si ottiene il gruppo cromoforo che assorbe nel visibile ¢ riportata in
figura 15:

Questo meccanismo ¢ stato ipotizzato per le ammine primarie: la prolina, essendo un’immina, reagisce
con la ninidrina con formazione di un addotto diverso, di colore giallo, legato alla resina (Fields e a/.,

1992).
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Figura 2.8. Reazione della ninidrina con il residuo terminale amminico del peptide in crescita che non ha subito
condensazione.

2.1.6 Sblocco del peptide dalla resina e rimozione dei gruppi protettori

Caratteristica della SPPS con chimica Fmoc, ¢ la simultanea rimozione dei gruppi protettori in catena
laterale e la rottura del legame che ancora il peptide al supporto solido, per reazione in ambiente
moderatamente acido (Fields e a/., 1992, User Manual).

La rimozione dei gruppi protettori in catena laterale genera specie altamente reattive (ad esempio
carbocationi) che possono provocare modificazioni covalenti dei residui suscettibili. L'uso di scavengers
(reattivi che hanno proprieta chimiche simili a quelle delle specie da proteggere), riduce grandemente le
reazioni collaterali indesiderate (Fields, 1991; King e a/., 1990).

La miscela di scavengers varia a seconda degli amminoacidi presenti nella sequenza e in base al tipo di
gruppi protettori usati per le catene laterali e alla chimica impiegata per la sintesi.

Gruppi protettori in catena laterale, compatibili con la chimica Fmoc, sono gruppi stabili in condizioni
basiche e rimovibili in condizioni acide.

Gli amminoacidi utilizzati nelle sintesi con chimica Fmoc, qui riportate, presentano i seguenti gruppi
protettori: Pmc per Arg, Trt per Asn, Gln e His, OtBu per Asp e Glu, Acm per Cys, Boc per Lys e Bu
per Ser, Thr e Tyr (tabella 1).
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Tabella 2.1. Protezioni delle catene laterali dei residui amminoacidici in chimica Fmoc.

Come accennato, durante la reazione di sblocco dalla resina e di perdita delle protezioni in catena

laterale, si possono verificare delle reazioni secondarie che alterano il prodotto desiderato, le principali

modifiche che possono aver luogo sono:
1. T-butilazione. Lo sblocco con TFA dei gruppi #Bu e ~Boc provoca la formazione di ~
butil cationi e #butil trifluoroacetati; queste specie sono responsabili della #butilazione



del gruppo tioetereo della Met e della posizione 3' della Tyr, seppur in misura molto
limitata. Allo scopo di evitare queste reazioni collaterali si utilizzano come scavengers
EDT (etanediolo), per i #butiltrifluoroacetati, e H,O, per i cationi #butilici;

1. lossidazione catalizzata da acidi della Met al suo solfossido. Tale evento puo essere

prevenuto per aggiunta di tioanisolo nella miscela di sblocco;

1ii. il gruppo Pmc durante la reazione di acidolisi puo attaccare il gruppo €-amminico della
Lys; o puo O-solfonare le catene laterali di Ser e Tyr. Per minimizzare tale effetto alla
miscela di reazione si aggiungono EDT, H,0O e tioanisolo. E anche stato
sperimentalmente osservato che quest'ultimo accelera la deprotezione di Arg(Pmc) ad
opera di TFA;

1v. il gruppo Pmyc, liberato in seguito allo sblocco, puo provocare la solfonazione dell’anello
indolico del Trp. L’evento puo essere evitato riducendo il tempo di reazione o
utilizzando per la sintesi del peptide, il derivato Fmoc-Trp(Boc)-OH,;

V. in assenza di scavengers cationici, Cys e Trp, risultano particolarmente suscettibili di

alchilazione da parte di cationi (es: catione t-butile), prodotti durante acidolisi.

Conclusa la sintesi, il gruppo protettore Fmoc della funzione N-terminale ¢ stato rimosso con
procedura automatizzata impiegando una soluzione di piperidina al 20% in NMP. II peptide su resina ¢
stato quindi seccato per almeno 2 ore sotto vuoto (fino a peso costante).

In riferimento alle sequenze riportate in questa tesi, sintetizzate tramite chimica Fmoc e impiegando
resine HMP (o Wang) e Rink Amide MBHA, la procedura di sblocco ha previsto, nella maggioranza dei
casi, il trattamento del peptide, con una miscela di TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5; viv:v) pet 90 minuti a
temperatura ambiente, sotto continua agitazione magnetica; in presenza dei residui di Met o Cys(Trt), la
composizione della miscela ¢ stata la seguente: TFA/H,O/EDT/TIS (94.5:2.5:2.5:1.5; viviviv) e la
reazione ¢ stata condotta sempre per 90 min a temperatura ambiente (Introduction to Cleavage Techniqgues,
1990). In realta il tempo di reazione ¢ scelto in funzione del numero e del tipo di gruppi protettori,
presenti in catena laterale (in particolare aumenta proporzionalmente al numero di Arg(Pmc) presenti in
sequenza), e in rapporto alla miscela di sblocco.

La resina ¢ stata eliminata tramite filtrazione con gooch G3 e la soluzione contenente il peptide ¢ stata
portata a piccolo volume in rotavapor. Il peptide, in seguito all’aggiunta di etere dietilco freddo (~ 4°C),
compare sottoforma di precipitato bianco isolabile per filtrazione con gooch G4. A questo punto il
peptide ¢ stato seccato, sciolto in acqua MilliQ e infine liofilizzato.

La sintesi di peptidi contenenti residui di cisteina richiede delle particolari attenzioni, in quanto si puo
scegliere se lasciare il gruppo sulfidrilico libero, o se, per particolari esigenze, questo deve rimanere

protetto o se, deve essere impiegato per creare dei pont disolfuro inter- /intra-molecolari. Attualmente in



commercio sono presenti vari tipi di protezioni, per la chimica Fmoc quelli pit comunemente utilizzati
sono: Trt, Mmt (4-Metossitritile), Acm, tBu, tButhio (#r-Butiltiolo), Tacm (Trimetilacetammidometile),
and Tmob (2,4,6-tTrimetilossibenzile). Diversamente da Trt, Mmt e Tmob, i gruppi Acm, tBu, tButhio
and Tacm risultano stabili nelle condizioni di sblocco con TFA e questo comporta un passaggio
aggiuntivo di deprotezione. Quando usati in combinazioni, questi derivati, permettono di disegnare una
strategia di rimozione delle protezioni e la selettiva formazione di legami tra coppie di cisteine (Albericio ez
al., 2000).

Nel caso particolare del gruppo Acm, si possono impiegare come reagenti il mercurio (II) acetato, il
trifluoroacetato d’argento (I) e lo iodio. Nel suddetto lavoro di dottorato la procedura di sblocco ¢
stata effettuata sciogliendo il peptide in una miscela TFA/anisolo (99:1; v:v) a cui sono stati aggiunti
100 equivalenti di trifluoroacetato d’argento(l). Il sistema ¢ stato mantenuto sotto agitazione magnetica
e termostatato a 4° C. Dopo 90 minuti la soluzione ¢ stata concentrata a piccolo volume per
evaporazione sottovuoto e sono stati aggiunti 10 mL di etere etilico freddo. Il precipitato peptidico
formatosi, ¢ stato decantato per centrifugazione, il surnattante ¢ stato rimosso e il residuo ¢ stato

seccato sottovuoto, e succesivamente sciolto in acqua e liofilizzato.

2.1.7 Modificazione del terminale amminico: reazione di acetilazione

La reazione di acetilazione puo essere impiegata al fine di bloccare la funzione amminica terminale. La
scelta di ricorrere a tale modificazione del peptide puo essere legata alla necessita di migliorare la
permeabilita cellulare, riducendo le cariche libere, o di aumentare la stabilita verso digestione enzimatica di
amminopeptidasi, o di bloccare la suscettibilita all’attivita di sintetasi.

11 protocollo di acetilazione impiegato prevede la reazione tra il peptide su resina, privo della protezione
N-terminale, e I'anidride acetica in soluzione al 10% in NMP, a temperatura ambiente e sotto agitazione
magnatica. Trascorsi 10 min il peptide ¢ stato isolato per filtrazione con gooch G3, lavato con NMP e

DCM, e seccato sottovuoto.

2.2 PURIFICAZIONE

La purificazione dei vari peptidi sintetizzati durante i dottorato ¢ stata realizzata utilizzando la tecnica
cromatografica RP-HPLC (Reverse Phase — High Performance Liquid Chromatography).
Il termine cromatografia riunisce un gruppo di importanti e differenti metodi in grado di separare

componenti assai simili da miscele complesse.



Il campione viene sciolto in una fase mobile (gas, liquido o fluido supercritico), che viene poi fatta passare
attraverso una fase stazionaria immiscibile. Quei componenti che vengono maggiormente trattenuti dalla
fase stazionatria si muovono piu lentamente con il flusso della fase mobile, mentre quelli debolmente
trattenuti si muovono piu rapidamente. A causa della diversa mobilita, quindi, i componenti del campione
si separano in bande discrete e possono percio essete analizzati qualitativamente e/o quantitativamente
oppure essere isolati e raccolti.

I vari metodi cromatografici possono essere classificati in base al tipo di fase mobile e stazionaria o in
base al tipo di equilibri che i soluti instaurano tra le due fasi: in particolare, nella cromatografia liquida
LC), la fase mobile ¢ costituita da un liquido mentre la fase stazionaria pud essere un solido
(cromatografia di adsorbimento), o un altro liquido immiscibile adsorbito su particelle solide impaccate in
una colonna (cromatografia di ripartizione), o uno scambiatore anionico o cationico (cromatografia a
scambio ionico). Si puo distinguere inoltre tra la cromatografia su colonna e quella planare.

Un’evoluzione della cromatografia liquida classica ¢ PHPLC in cui si utilizzano colonne riempite con gel

di silice funzionalizzata (granuli 3-10 pm), lunghe tra 1 10 e 1 30 cm e con diametro interno tra i 3.9 e gli
8.0 mm. La quantita di prodotto che puo essere purificata dipende dalle dimensioni della colonna e dalle
specifiche del riempimento. Tale tecnica nasce dall’esigenza di incrementare Iefficienza delle colonne
cromatografiche diminuendo il diametro delle particelle di riempimento e ottimizzando I'impaccamento
della fase stazionaria. Poiché tale modifica comporta una drastica riduzione del flusso della fase mobile e
un insostenibile aumento dei tempi di separazione, la tecnica richiede I'utilizzo di pompe per forzare la
fase mobile attraverso la colonna.

I’HPLC ¢ una tecnica non distruttiva molto diffusa per la sua elevata sensibilita e la facilita con cui si
adatta a separazioni quantitative accurate, in particolare di specie non volatili termicamente labili (ad es.
peptidi) (Stulik e a/, 1997). In particolare la RP-HPLC ¢ una cromatografia di ripartizione in cui la fase
stazionaria ha caratteristiche apolari: nel presente lavoro di tesi sono state utilizzate colonne con gel di
silice funzionalizzata con catene idrocarburiche lineari di 18 atomi di carbonio.

Come fase mobile invece possono essere utilizzate miscele a vario titolo composte da soluzioni acquose e
solventi organici (in genere acetonitrile). I’interazione che permette la ritenzione dei peptidi nella fase
stazionaria ¢ di tipo idrofobico. La cromatografia puo essere eseguita in modalita isocratica o in gradiente.
Nel secondo caso, un aumento graduale della concentrazione di acetonitrile rispetto all’acqua incrementa
I'idrofobicita della fase mobile e determina la competizione tra questa e la fase stazionaria, con
conseguente desorbimento dell’analita ad una data percentuale di acetonitrile e successiva eluizione.

In genere, 1 peptidi sono separati meglio in ambiente acido, conseguentemente la maggior parte delle fasi
mobili contengono basse concentrazioni di acido TFA (0.05% nel caso degli eluenti usati durante il
dottorato) il quale agisce come coppia ionica incrementando la ritenzione, favorendo la solubilita dei

peptidi e riducendo le interazioni elettrostatiche di questi con gli eventuali residut silanolici presenti sulla



fase stazionaria; tale composto, inoltre, non assorbe nella regione UV utilizzata per la rivelazione ed ¢
facilmente rimosso.

La composizione della fase mobile, in genere, influenza maggiormente la separazione rispetto al tipo di
fase stazionaria legata utilizzata.

La soluzione contenente il campione puo essere introdotta in testa alla colonna cromatografica tramite
aspirazione o iniezione. All'uscita della colonna cromatografica ¢ posto un rivelatore che puo essere di
vatia natura, come ad esempio spettofotometti UV, con lettura impostata alla lunghezza d’onda (A) di 214
nm, ovvero in cortrispondenza del picco di assorbimento del legame peptidico, /o di 280 nm, valore di
assorbimento dei cromofori amminoacidici Phe, Tyr e Trp; oppure si possono interfacciare spettrometri

di massa, o fluorimetro, o defector ad indice di rifrazione.

2.3 CARATTERIZZAZIONE

2.3.1 Analisi amminoacidica

Un campione di peptide da analizzare viene innanzitutto idrolizzato come segue: ~ 3 nmoli di peptide
vengono trasferite in una provetta e vengono fatte reagire, in un reattore sigillato in atmosfera inerte e
contenente 250 UL di HCI 6 N e 1-2 cristalli di fenolo nel caso siano presenti Tyr o Trp nella sequenza,
alla temperatura di 110°C e per 24 ore (procedura Pico Tag messa a punto per la Pico Tag Work
Station della Waters). Le provette utilizzate per i1 campioni e il reattore di reazione sono
preventivamente lavati con una miscela 1:1 di HNO; e H,SO,, sciacquati abbondantemente con H,O
MilliQQ, EtOH e seccati sotto vuoto. Su tale campione e, parallelamente, su 5 PL di soluzione standard
di amminoacidi della Pierce (2500 mmoli/mL) si opera come segue:
1. si portano a secco le soluzioni;

1. si aggiungono 20 ML di soluzione redry (metanolo, H,O MilliQQ, TEA, in rapporto

(viviv) 2:2:1);
1ii. si portano a secco le soluzioni;
iv. si derivatizzano gli amminoacidi con 20 PL di una soluzione contenente metanolo, H,O

MilliQ, TEA, PITC (fenilisotiocianato) in rapporto (viv:viv) 7:1:1:1 per 10 min esatti;

V. si portano a secco le soluzioni;
Vi. si aggiungono 30 UL di metanolo e si portano nuovamente a secco 1 campioni;
Vii. si aggiungono 400 UL di diluente PicoTag allo standard mentre per i campioni se ne

impiegano 250 PL;

viil. si sonicano i campioni per 2 min;



IX. si filtrano le soluzioni.
La metodica descritta permette di funzionalizzare ciascun residuo con il PITC ottenendo cosi un
derivato, un PTH-amminoacido (feniltioidantoin derivato), facilmente rilevabile a 254 nm e adatto ad

essere separato per via cromatografica su colonna a fase inversa.
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Figura 2.9. Reazione tra PITC e un amminoacido generico.

L’analisi cromatografica ¢ stata condotta, nel presente lavoro di dottorato, utilizzando una colonna Pico

Tag (3.9 X 300 mm) mantenuta a temperatura costante di 46°C, eluenti A e B per il sistema Pico Tag
(cft. pag. 87), flusso 1 mL/min e il seguente gradiente binatio: 100% di A per 1 min, dallo 0% di B su A
al 46% di B in 20 min, dal 46% al 100% di B in 1 min, 100% di B per 5 min; lettura dell’assorbanza a
254 nm.

L’integrazione dei picchi cromatografici degli standard ha permesso la formulazione di rette di taratura
per ciascun feniltiocarbamilamminoacido e quindi la quantificazione del contenuto amminoacidico del
campione. Questa analisi permette di quantificare la concentrazione esatta di un peptide in soluzione in
quanto il valore di concentrazione calcolato a partire dalla quantita pesata di peptide non tiene conto

della percentuale di acqua che rimane nel prodotto in seguito a liofilizzazione.



2.3.2 Analisi di massa

La spettrometria di massa (MS) ¢ un metodo di analisi distruttivo che consiste in un insieme di tecniche
analitiche, particolarmente usate in chimica organica, che consentono di misurare le masse molecolari e
di determinare quindi la formula di struttura di composti sconosciuti, anche avendone a disposizione
quantita estremamente esigue.

Una molecola, per poter essere misurata dallo spettrometro di massa, deve essere prima ionizzata. Una
volta creati gli ioni in fase gassosa questi possono essere separati, o nello spazio o nel tempo, in base al
loro rapporto m/z (massa/catica).

Tutti gli spettrometri di massa richiedono per il loro funzionamento un vuoto molto spinto, per

impedire una perdita di ionizzazione per urto con i gas atmosferici, e sono costituiti essenzialmente da

tre parti:
1. una camera di ionizzazione (S);
ii. un analizzatore (A);
iii. un rivelatore (R).

Il campione non ¢ necessario che sia puro e puo essere introdotto sotto diverse forme fisiche: i gas si
trovano gia nella forma fisica adatta; i solidi e i liquidi devono prima essere vaporizzati; nei casi di
sostanze poco volatili si ricorre a derivatizzazione. Per introdurre il campione ¢ necessario avere

un’interfaccia per passare dalla pressione atmosferica al vuoto ([110° torr).
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Figura 2.10. Schema del funzionamento di un spettrometro di massa.



Il campione viene ionizzato in un’apposita camera di ionizzazione per impatto con un fascio di
elettroni, atomi, ioni o fotoni, oppure ad opera di una elevata differenza di potenziale, a seconda della
tecnica di ionizzazione utilizzata. Alcune tecniche di ionizzazione sono decisamente potenti, operano
cio¢ ad alta energia e portano ad una frammentazione spinta (tecniche bard), altre invece operano a
bassa energia producendo un numero inferiore di ioni (tecniche sof?).

Le tecniche di ionizzazione si dividono in base al tipo di sorgente (soxrce) utilizzata.

I’analizzatore ¢ quel settore dello spettrometro di massa in cui avviene la selezione degli ioni, formati
nella camera di ionizzazione, sulla base del rapporto massa/catica (m/z). Gli analizzatori possono
essere classificati in base al modo in cui effettuano la selezione ionica.

Nel presente lavoro di tesi ¢ stato utilizzato uno strumento ESI-TOF e in un caso uno strumento
MALDI-TOF. La tecnica di ionizzazione ESI (Electrospray lonization) (Siuzdak, 1994) utilizza un gas
inerte (di solito azoto) per favorire un processo di nebulizzazione provocato da una forte differenza di
potenziale applicata all’ago metallico dell’iniettore che genera goccioline cariche di soluzione (analita e
solvente). Le due caratteristiche essenziali del’ES sono che la ionizzazione si verifica a pressione
atmosferica e sulla specie molecolare si puo depositare una carica multipla. Questo processo avviene in
soluzione (acquosa e organica) che viene poi nebulizzata in una camera termostatata, ad 80°C in genere,

in cui ¢ applicato un campo elettrico.
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Figura 2.11. Rappresentazione schematica del processo di formazione del fascio di ioni che avviene in una sorgente
ESI (a) e MALDI (b).

La nebulizzazione comporta la formazione di piccole goccioline di solvente che contengono delle
specie ionizzate (analita carico). Nella sorgente il gas flussa a bassa velocita per facilitare ’'evaporazione

del solvente, questo permette di trattare anche composti termicamente labili. Man mano che il solvente



contenuto nelle goccioline evapora, queste si rimpiccioliscono fino a che la repulsione elettrica,
aumentata a causa della crescente densita di carica, supera la tensione superficiale della goccia; a questo
punto la gocciolina “scoppia” creando una corrente di ioni nudi che vengono poi indirizzati da un
gradiente di campo verso I'analizzatore. Una caratteristica peculiare di questa tecnica di ionizzazione ¢
di essere capace di provocare la formazione di specie multicarica.

La tecnica di ionizzazione MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonigation) (Beavis and Chait, 1990),
puo essere considerata I'evoluzione della tecnica FAB (Fast Atom Bombardment): il campione ¢ immerso
in un largo eccesso di matrice, come nella tecnica FAB, e bombardato da un fascio laser invece che da
un fascio di atomi accelerati. I.’energia del laser & sufficiente per formare ioni quasimolecolari MH" ma
si possono anche formare c/uster analita-matrice protonati o addotti con eventuali cationi presenti nella
matrice. La ionizzazione del campione avviene nel seguente modo: il laser colpisce le molecole di
matrice che, assorbendo la luce ultravioletta, passano ad uno stato eccitato e provocano un veloce
riscaldamento della regione interessata; si ha quindi 'espulsione di aggregati di analita solvatato dalle
molecole di matrice e una desolvatazione con conseguente trasferimento di un protone (reazione acido-
base tra le molecole di analita e della matrice). In genere questa tecnica di ionizzazione ¢ associata ad un
analizzatore TOY (Time of Flight).

L’analizzatore a tempo di volo (TOF), associato, si basa sul principio che ioni di differente valore m/z
hanno uguale energia cinetica ma differente velocita dopo I'accelerazione subita all’'uscita della camera
di ionizzazione: ne consegue che il tempo che ciascuno ione impiega ad attraversare I’analizzatore ¢
differente. In pratica, gli ioni provenienti dalla sorgente vengono accelerati da un forte campo elettrico e
percorrono I'analizzatore, che ha la forma di un tubo in cui ¢ fatto un alto vuoto ed in cui sono assenti
sia campi elettrici che magnetici, in base alla velocita dovuta alla loro energia cinetica. Questo
analizzatore riesce a misurare valori di massa anche estremamente elevati ed ha un’alta sensibilita.

La maggioranza dei rivelatori funzionano ad impatto elettronico o per cattura ionica. Entrambi i tipi
richiedono una superficie che raccolga gli ioni e dove la carica venga neutralizzata. Si realizza quindi un
trasferimento di elettroni ed un flusso di corrente (TIC = Total Ion Curren?) che puo essere amplificato
ed infine convertito in un segnale registrabile su carta o processabile da un computer.

Lo spettrometro “consegna’ 1 risultati sotto forma di uno spettro di massa, cio¢ di una serie di picchi di
intensita variabile la cui posizione cortrisponde ad un determinato valore di m/z mentre sull’asse delle Y
sono riportati i valori di abbondanza relativa degli ioni analizzati. ’intensita dei picchi sono espresse in
percentuali del picco piu intenso, il cosiddetto picco base, cui si assegna arbitrariamente il valore di 100.
Il potere risolutivo (PR = m/Am), o risoluzione, da una misura di quanto sensibile a differenze di
massa ¢ lo strumento utilizzato e dipende direttamente dalla massa del campione analizzato. L.a maggior
parte degli elementi che compongono 1 composti organici possiede diversi isotopi naturali di cui di

solito il piu leggero ¢ anche il pit abbondante: lo studio del pattern isotopico relativo ad un particolare



ione, nel caso la risoluzione dello strumento sia sufficientemente elevata da mostrarlo e conoscendo le
percentuali di abbondanza naturale degli isotopi di ogni elemento presente, ¢ un altro strumento

possibile per risalire alla formula molecolare di un composto incognito.

2.3.3 Analisi elettroforetica capillare

Lelettroforesi (Capillary Electrophoresis, CE) ¢ una tecnica analitica che sfrutta le diverse velocita di
migrazione di molecole cariche allinterno di un campo elettrico (Factor Affecting Capillary
Electrophoresis Analysis, The Model 270 A (1990)).

L’elettroforesi capillare puo essere impiegata per separare un’ampia gamma di composti biologici come
amminoacidi, peptidi, proteine ed acidi nucleici, cosi come qualsiasi altro tipo di composto organico

contenente gruppi ionizzabili e solubile in tampone acquoso.

La tecnica prevede l'utilizzo di un capillare in silice fusa, con un diametro interno tra 25 ¢ 100 pm e
contenente un tampone appropriato, le cui estremita pescano in due serbatoi separati, contenenti due
elettrodi responsabili della generazione del campo elettrico. La CE presenta notevoli vantaggi rispetto
all’elettroforesi tradizionale: 'uso di tubi capillari minimizza infatti i problemi derivanti dallo sviluppo di
calore causato dal moto delle particelle cariche quando sono poste su un gel.

Il diametro ridotto del capillare fa in modo che sia molto alto il rapporto tra la superficie e il volume del
capillare e cio aumenta considerevolmente la dissipazione del calore con conseguente eliminazione sia
dei moti convettivi all'interno del capillare che della dispersione dei campioni per effetto della
diffusione. Non ¢ quindi necessario includere allinterno del capillare un mezzo di supporto
stabilizzante ed ¢ cosi possibile fare Pelettroforesi in fase libera.

Alte efficienze di separazione sono ottenute utilizzando campi elettrici elevati; la lunghezza del capillare
non influisce sull’efficienza del processo ma gioca un ruolo importante nel tempo di migrazione e,
quindi, sulla durata dell’analisi. Comunemente si utilizzano potenziali compresi tra 15 e 30 kV con
capillari di 50-100 cm di lunghezza.

Sperimentalmente si procede introducendo una piccola quantita di soluzione del campione (solitamente
5-30 nL contenenti poche femtomoli di prodotto) dall’estremita anodica di un capillare in silice fusa
contenente un tampone adatto al composto che si vuole analizzare; i campioni analizzati nel presente
lavoro di dottorato sono stati introdotti tramite iniezione sotto vuoto.

Per la separazione della miscela nei suoi componenti viene applicata una differenza di potenziale tra le
due estremita del capillare per cui le molecole del campione, con carica positiva o negativa, cominciano
a migrare con velocita differenti. La mobilita elettroforetica ¢ funzione sia della carica che delle
dimensioni delle particelle e quindi, dato che la carica dipende dal numero di gruppi ionizzabili presenti

nella molecola e dal loro grado di ionizzazione, ¢ legata al pH del tampone utilizzato. La differenza di



potenziale provoca, inoltre, il movimento delle molecole della soluzione tampone con carica positiva
verso lelettrodo di carica opposta. La differenza di potenziale ha quindi un doppio effetto sul moto dei
componenti di una miscela: gli analiti sono separati in base alle diverse velocita di migrazione
elettroforetica ed allo stesso tempo essi vengono spinti verso il catodo per i fenomeno
dell’elettroendoosmosi del tampone. Essendo la velocita del flusso elettroendoosmotico molto
maggiore della velocita di migrazione degli analiti, tutti gli ioni, indipendentemente dalla loro carica, si
spostano verso il catodo. LLe molecole con carica positiva raggiungono il catodo piu velocemente perché
la migrazione elettroforetica e il flusso elettroendoosmotico sono diretti verso la stessa direzione e,
quindi, si sommano; le molecole neutre si muovono alla stessa velocita del flusso elettroendoosmotico,
mentre gli ioni negativi si muovono piu lentamente in quanto la migrazione elettroforetica e il flusso
elettroendoosmotico sono diretti in direzioni opposte e, quindi, si sottraggono.

In vicinanza del catodo le molecole attraversano una finestra dove € situato un rivelatore costituito, nel
presente lavoro di tesi, da uno spettrofotometro UV a lunghezza d’onda variabile.

In media una separazione impiega dai 10 ai 30 minuti.

2.4 STUDI CONFORMAZIONALI

2.4.1 Predizioni statistiche

Alcuni autori hanno elaborato dei metodi che, sulla base della sequenza amminoacidica, permettono
delle predizioni sulla struttura conformazionale.

Tali approcci utilizzano i dati conformazionali di proteine ottenuti per cristallografia a raggi X o NMR.
Il metodo di predizione della struttura secondaria pit ampiamente usato ¢ quello elaborato da Chou e
Fasman (1978) (Fields et al., 1992; Chou and Fasman, 1974) che fa riferimento a dati cristallografici
relativi alla struttura secondaria di proteine. Esso ¢ basato sull’analisi statistica della frequenza con cui un
tesiduo amminoacidico individuale ¢ trovato in una specifica struttura secondatia (O-clica, turn oppure [3-
sheet), mediata con la frequenza totale con cui esso appare nelle sequenze proteiche.

Per ciascun residuo viene definito un valore numerico che indica la propensione conformazionale di
quel dato amminoacido per una struttura secondaria specifica. Probabilita maggiori di 1 per una serie di
residui contigui indicano la propensione per quel dato tratto di sequenza ad adottare un tipo particolare
di struttura secondaria.

Attualmente non ¢ possibile prevedere la struttura secondaria di una proteina dalla sola sequenza
primaria. I metodi di previsione, in genere, hanno una accuratezza di circa il 70%, come testimonia la
loro applicazione a proteine di struttura nota che non abbiano analoghi nella banca dati usata per

generare le regole di predizione.



Si riscontra, inoltre, che strutture ad elica e turn sono previste con maggiore accuratezza rispetto alle

strutture [3.

2.4.2 Dicroismo circolare (CD)

Il CD puo essere considerato un caso particolare di spettroscopia di assorbimento elettronico nella
zona della radiazione UV-visibile e viene utilizzato ai fini dello studio delle conformazioni assunte dalle
macromolecole in soluzione (Johnson, 1988 ).

Questa tecnica ¢ legata alla proprieta delle molecole asimmetriche di interagire con la luce polarizzata.
La luce planarmente polarizzata si pud scomporre in due componenti, polarizzata circolarmente sinistra
(L) e destra (R), aventi la stessa lunghezza d’onda, fase e ampiezza ma opposto senso di rotazione.

Le due componenti attraversano un mezzo otticamente attivo con velocita v; e vy diverse, dovute ai
differenti indici di rifrazione, n; e ny; di conseguenza, uscendo sfasate, si verifica una rotazione del
piano di polarizzazione, dando origine al fenomeno della rotazione ottica. Il potere rotatorio ® misura
I'angolo di rotazione del piano di polarizzazione della radiazione emergente rispetto a quello della

radiazione incidente, secondo la relazione:

® =180 X 1 X [(n, - n) / Al

dove 1 ¢ il cammino ottico e n; - ny ¢ la birifrangenza circolare.
La dispersione ottica rotatoria, ORD, ¢ la variazione della rotazione ottica @ in funzione della
lunghezza d’onda A, per effetto della birifrangenza circolare.

Assorbimenti A; e Ay diversi (se presenti), relativi alle due componenti della luce piano polarizzata,
escono da un mezzo otticamente attivo con diversa ampiezza: cio ¢ imputabile ai differenti coefficienti
di estinzione molare, € e €. Ricombinate, le due componenti circolarmente polarizzate destra e sinistra

danno luogo ad una radiazione polarizzata ellitticamente.

L’angolo la cui tangente ¢ il rapporto fra I'asse minore (a) e quello maggiore (b) dell’ellisse ¢ I'ellitticita

0:

B =arctg(a/b)

B ¢ legato alla differenza delle assorbanze A, e Ay secondo la relazione:

B =2.303 x (180 / 4T X (A, — Ay) = 33 X AA



Variando la lunghezza d’onda A varia anche AA. 11 dicroismo circolare studia quindi la variazione di

ellitticita 8 in funzione della lunghezza d’onda A.
Per meglio confrontare campioni diversi per concentrazione e cammino ottico, ¢ stata introdotta la

seguente grandezza molare:

[6] =8/ (Cx])=33%xAe

dove C ¢ la concentrazione molare della soluzione contenente il campione. Tuttavia [0] ¢

tradizionalmente espresso in un sottomultiplo:

[6] = 3300 x Ag

In particolare, per peptidi e proteine si parla di ellitticita molare per residuo:

[6], = [6] / (n°residui — 1)

dove con n°residui — 1 si intende il numero di cromofori presenti nella molecola in assenza di altri
gruppi CD visibili, ovvero il numero di legami peptidici.

Perché un composto presenti attivita chirottica, e sia quindi CD attivo, si devono verificare due

condizioni:
1. il composto deve possedere cromofori in grado di assorbire determinate A;
ii. 1 cromofori devono essere chirali, o intrinsecamente (asimmetria configurazionale), o

per induzione da centri asimmetrici vicini, o per asimmetria conformazionale (presenza
di strutture elicoidali).
La spettroscopia CD ¢ stata estensivamente applicata alla caratterizzazione strutturale di peptidi e
proteine. Sia il gruppo peptidico che gli anelli aromatici dei residui Trp, Tyr e Phe sono cromofori
planari simmetrici, e quindi achirali, che diventano otticamente attivi per induzione asimmetrica sia da
parte dei carboni Cq di ciascun residuo, sia da parte della struttura secondaria chirale della catena
polipeptidica. L’importanza della spettroscopia CD per studi conformazionali sta nel fatto che le
proprieta ottiche rotatorie sono estremamente sensibili alla geometria molecolare: differenti
conformazioni di catene polipeptidiche danno luogo a differenti modi di accoppiamento dei momenti
di transizione dei gruppi cromofori presenti, con effetti vistosi sugli spettri CD.
La spettroscopia CD ¢ largamente usata per la caratterizzazione strutturale di proteine e peptidi. Le
applicazioni legate allo studio conformazionale sono generalmente di due tipi:
1. monitoraggio delle variazioni nel fo/ding, che possono avvenire in seguito a transizioni
monomero-oligomero; ad interazione con un substrato, a processi denaturanti o a variazioni

di solvente, pH o temperatura, ecc.);



2. stima del contenuto di strutture secondarie.
Il metodo piu diretto per analizzare lo spettro CD di una proteina in termini di struttura secondaria ¢
quello di interpolatlo (fitting) con una combinazione di spettri CD di riferimento di strutture secondarie
‘pure’.
Greenfield e Fasman (Greenfield and Fasman, 1969) furono i primi ad introdurre questa procedura; si

basarono sugli spettri della poli(L-lisina) in soluzione acquosa in O-elica destrogira (pH > 10.5 a T

ambiente), in struttura 3 (o B-sheet, a pH > 10.5 ¢ T 2 50°C) e disordinata (random-coil, a pH < 10.5).
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Figura 2.12. Spettri della poli(L-lisina) in soluzione acquosa in diverse condizioni: O-elica destrogira, pH >10.5 a
T ambiente; B-sheet, pH >10.5 e T 2 50°C;random-coil, pH < 10.5.

Studi condotti su un gran numero di peptidi sintetici e naturali hanno consentito di definire degli spettri
standard per tre importanti tipi di conformazione: O-elica, struttura [3 e random-coil (Greenfield, 1996; Fioti
¢t al., 1997; Perczel et al., 1992).

Lo spettro relativo all’0-elica mostra una larga banda negativa intorno a 222 nm dovuta alla transizione n-
TT, elettricamente proibita ma dotata di elevato momento magnetico, mentre la transizione TETEHF genera

due bande di segno opposto: una negativa a 208 nm ed una positiva a 192 nm, polarizzate rispettivamente



parallelamente e perpendicolarmente all’asse dell’elica. La forma e I'intensita delle bande nello spettro di
una sequenze in conformazione O-elicoidale sono influenzate in maniera trascurabile dal solvente e dalla

natura degli amminoacidi che compongono il peptide tranne nel caso che siano presenti residui con

catene laterali aromatiche (Chakrabartty e al., 1993).
Lo spettro della struttura [3 antiparallela ¢ carattetizzato da una sola banda negativa localizzata a 216-218

nm, dovuta alla transizione n-Tt, e da una banda positiva a 195 nm corrispondente alla transizione TETE.

Infine, lo spettro CD della struttura disordinata ha un andamento generale dominato da una banda
negativa a circa 197 nm, dovuto alla transizione TETE, e da un secondo segnale molto debole intorno a

220 nm, che puo avere sia segno negativo che positivo, dovuto alla transizione n-Tt*.

Struttura Segno della .. . Intensita

secondaria Danda Transizione  Posizione della banda (deg om? dmol’l)
+ TLTT 192 nm 60,000 + 80,000

O-clica - TETT 208 nm -36,000 % 3,000

- A-TE 222 nm -36,000 % 3,000

B-sheet + TLTE 195 nm 30,000 + 50,000
antiparallelo - n-Tt¢ 216 - 218 nm -10,000 =+ -20,000

Random coil - TETT* 197 nm -20,000
+/- =TT 220 nm piccola
(molto debole)

Tabella 2.2. Valori di A relativi ai massimi e minimi di ellitticitd molare per O-elica, B-sheet antiparallelo e
random-coil.

Pitt complessa tisulta invece la definizione di curve tipiche per i vati tipi di B-zwm (Perczel et al., 1991;
Perczel et al., 1993; Hollosi ¢t al, 1994; Dettin ¢t al,, 2001). Sembra comunque accertato che il B-zm di
tipo I e di tipo III generalmente danno spettri CD tipici della classe C secondo la distinzione operata da
Woody [ Woody, 1968 - Woody R.W (1968): Improved calculation of the n-pi rotational strength in
polypeptides. J. Chem. Phys. 49: 4797-4806], che presenta spettri simili all’O-elica leggermente spostati
verso il blu e con bande meno intense; spettri tipici relativi a B-#m di tipo I misurati in acqua o TFE

mostrano una banda positiva a 186 nm e due bande negative a 205 e 216 nm. I B-z#m di tipo 1I esibiscono

invece spettri di classe B.



Classe Segno della banda Range di A

A - 210-220
. 195-200
_ <190

B _ >220
+ 200-210
- <190

C - 200-210
. 180-195

D - >225
+ 210-220
- 190-200
+ <190

Tabella 2.3. Definizione delle classi degli spettri CD secondo Woody.

La spettroscopia CD puo distinguere i B-turn di tipo I da quelli di tipo II solo se le loro popolazioni
sono sufficientemente elevate e gli spettri di classe B e C (di Woody) non sono sovrapposti dai forti
spettri CD di conformazioni periodiche estese (O-elica o B-shee/) o oscurati dal contributo chirale dei
cromofori in catena laterale (ad esempio amminoacidi aromatici).

L’assegnazione delle bande CD deve essere comunque fatta con prudenza e possibilmente supportata
da dati ottenuti con altre tecniche (IR, NMR, ecc.) in quanto:

1. ¢ noto che lo spettro CD dell’-clica dipende dalla sua lunghezza;

1. la posizione esatta e Iintensita delle bande relative ed assolute dei 3-shees (in pratica solo
antiparalleli) variano da caso a caso;

1il. non ¢ chiaro quali spettri CD debbano attribuirsi ai vati tipi di 3-z#7;

1v. lo spettro del random coil, che ¢ di solito utilizzato per rappresentare la parte dello spettro
che corrisponde ai residui non assegnati a nessun’altra categoria strutturale, presenta una
caratteristica banda negativa a 190-200 nm, ma quest’ultima varia notevolmente per
intensita e la debole banda a piu elevate lunghezze d’onda puo variare addirittura nel
segno (in realta poi, i residui di una proteina che non si trovano in una delle tre
conformazioni ordinate non sono sempre e comunque disordinati);

V. si dovrebbe inoltre tener conto delle distorsioni nella geometria di O-elica e B-sheet e del

contributo dei gruppi aromatici delle catene laterali anche nel lontano UV.



Le catene laterali aromatiche det residui Phe, Tyr e Trp hanno bande di assorbimento sia nella zona del
gruppo peptidico, sia nel vicino UV, nell'intervallo spettrale tra 230 e 300 nm. In questa stessa zona si
ha pure un debole assorbimento dei ponti -S-S- della cisteina. I contributi predominanti
all’assorbimento nel vicino UV sono dovuti ai residui Trp e Tyr, mentre assorbimento del residuo Phe,
dovuto ad un una transizione TETT* proibita per ragioni di simmetria, ¢ molto debole. Gli spettri CD nel
vicino UV sono estremamente sensibili all’intorno dei cromofori aromatici e alle loro interazioni con
gruppi vicini e permettono quindi di studiare i dettagli di struttura di particolari zone di conformazione
proteiche. Gli spettri dei residui Trp e Tyr sono pH dipendenti, e cio ¢ dovuto al fatto che
protonazione e deprotonazione influiscono direttamente sul sistema coniugato dei due cromofori.

In Fig. 25 sono riportati gli spettri standard relativi alle seguenti strutture secondatie: O-elica, [B-sheet

antiparallelo, B-zum di tipo 11 e random-coil.
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Figura 2.13. Spettri CD standard.

Per alcuni composti, gli spettri misurati durante le titolazioni si intersecano in un punto, che ¢ chiamato
punto isodicroico; 'esistenza di questo punto suggerisce l’esistenza di due strutture secondarie in
equilibrio.

Le varie bande dicroiche sono caratterizzate non solo dalla posizione nello spettro ma anche dalla loro
intensita; di conseguenza, tutti i metodi di analisi CD richiedono una conoscenza accurata del valore

della concentrazione.



In generale, tutti i metodi per la stima del contenuto in struttura secondaria assumono che lo spettro di
una proteina possa essere rappresentato da una combinazione lineare di spettri di elementi di struttura
secondaria pit un termine correttivo che include il contributo dei cromofori aromatici.

Questi metodi riescono a prevedere il contenuto in O-elica con una buona precisione ma variano molto
nelle capacita di prevedere B-sheet e B-turn.

Sono oggi disponibili vari programmi per 'elaborazione dei dati CD, atti a prevedere il contenuto in O-
elica, [3-sheet, B-turn per un dato peptide.

Secondo Greenfield e Fasman (Greenfield e 4., 1969), ¢ possibile valutare la percentuale di O-elica in

un peptide o in una proteina utilizzando la seguente formula:

% Q-elica = ([B] 5 + 4000)/(- 33000 + 4000)

dove [0], ¢ Pellitticita molare misurata a 208 nm. Questa formula deriva dall’osservazione che i contributi
di B-sheet e random coil sono entrambi piccoli ed uguali a questa lunghezza d’onda e cortispondono a circa —

4 000 deg cm’®/dmole mentre I'O-clica presenta un estremo a questo punto uguale a circa 33 000 deg

cm?/dmole.

Molti sono i sistemi solvente impiegabili nell’analisi spettroscopica, oltre alle soluzioni acquose e a
tamponi, di pratica comune, ¢ I'uso di alcoli come il trifluoroetanolo (TFE) e I'esafluoro-isopropanolo
(HFIP), per la loro capacita di promuovere strutture a-elicoidali. La rilevanza degli studi condotti in questi
solventi, ¢ legata al tentativo di riprodurre particolari ambienti e condizioni in cui una pud trovasi un
peptide all'interno di un contesto proteico. Su questo argomento ¢ incentrato un importante studio
condotto da Waterhous and Johnson del 1994 (Waterhous and Johnson, 1994) in cui dimostrano che le
sequenze peptidiche possono essere indotte in soluzioni di TFE e SDS (sodiododecilsolfato) a
concentrazione non micellare, ad assumere riarrangiamenti, rispettivamente, ad o-elica o B-strand,

confermando la rilevanza e la complessita di tali studi spettroscopici.

2.4.3 Risonanza magnetica nucleare in due dimensioni (NMR-2D)

La Spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) ¢ una tecnica analitica molto potente che
permette di ottenere dettagliate informazioni sulla struttura molecolare dei composti in esame. La
risonanza magnatica nucleare ¢ un fenomeno fisico basato sulle proprieta magnetiche quanto-

meccaniche dei nuclei degli atomi.



Non tutti 1 nuclei sono osservabili, solo quelli che avendo un numero dispari di protoni o neutroni
possiedono un momento magnetico nucleare di spin. I nuclei maggiormente misurati sono 'idrogeno
"H (Visotopo piu abbondante in natura) e il carbonio “C, comunque ¢ possibile osservare anche i nuclei
di molti altri elementi ("N, "N "F, *'P, O, ’Si, "B, ''B, *Na, *Cl, '"°Pt).
La tecnica NMR studia i nuclei magnetizzati, i quali immersi in un campo magnetico sono forzati ad
allinearsi, questa disposizione viene perturbato per applicazione di una corrente elettrica alternata
ortogonale al campo magnetico. La spettroscopia NMR e I'analisi di risonanza magnetica, analizzano
appunto la risposta dei nuclei in questo campo magnetico perturbato, e osservando tale
comportamento deducono ogni informazione sull'intorno chimico. Piu potente ¢ il campo applicato,
maggiore ¢ la risoluzione dello spettro, i cui parametri sono descritti dal chemical shift e dall’effetto
Zeeman.
Le particelle elementari, neutroni e protoni, costituenti i nuclei atomici, sono dotati dell’intrinseca
proprieta quanto-meccanica di spin (il cui valore ¢ '2), si comportano cioe, come se fossero in rotazione
(spin) attorno al loro asse. 1l valore totale di spin di un nucleo viene definito numero quantico di spin
nucleare 1. Se tale parametro ¢ non-nullo, il nucleo ¢ assimilabile ad una carica ruotante, quindi a un
dipolo magnetico e come tale crea un campo magnetico e possiede un momento magnetico di spin
nucleare p, definito dalla seguente formula:

w=yIt/2m
dove y ¢ rapporto giromagnetico, il cui valore ¢ una caratteristica del nucleo, e h. ¢ la costante di Plank.
Il momento magnetico di spin nucleare ¢ quantizzato, questo vuol dire che, sia I'intensita del momento
angolare, che I'orientazione del momento angolare associato, sono quantizzati, cio¢ possono assumere
solo un ristretto range di valori. Le possibili orientazioni che il nucleo puo assumere in un campo
magnetico sono governate dal numero quantico 7 che puo assumere i valori da —[ a +I e quindi puo
assumere 2[+1 valori diversi. Nel caso di un nucleo con spin 1/2 (come 'H) ci sono 2 possibili
orientazioni: m=-1/2em=+1/2.
Il momento magnetico nucleare m non rimane fermo, ma continua ad oscillare attorno alla direzione
del campo magnetico applicato Bo compiendo un moto di precessione simile a quello di una trottola. I
due stati possibili del nucleo non hanno la stessa energia, ma lo stato con 7z = +1/2 (allineato con il
campo) si trova ad energia leggermente piu bassa di quello con 7 = - 1/2 (opposto al campo) Il moto
di precessione dei momenti magnetici nucleari avviene con una frequenza proporzionale alla differenza
di energia tra i due livelli detta frequenza di Larmor data dalla formula:

v =1y Bo/2n



“‘-l;l-"‘

Figura 2.14. Il moto di precessione del momento magnetico nucleare di un nucleo con spin 1/2.

All’aumentare del campo applicato Bo, aumenta la frequenza di Larmor e quindi aumenta la differenza
di energia tra i due livelli. Poiche, pero, la differenza di energia tra i due livelli ¢ piccolissima, dell'ordine
di 9 10-6 kcal mol-1, la popolazione di nuclei nei due stati ¢ praticamente identica con una piccolissima
prevalenza per lo stato a bassa energia allineato con il campo. Nel caso dei nuclei di idrogeno 1H, a
temperatura ambiente, in un campo magnetico di 1,41 Tesla (n(1H) = 60 MHz) abbiamo un nucleo in
pit nello stato di bassa energia ogni duecentomila nuclei, in un campo di 7,05 Tesla (300 MHz)

abbiamo 5 nuclei in piu nello stato di bassa energia ogni duecentomila nuclei.
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Figura 2.15. (a) stati energetici di un nucleo con spin 'z, immerso in un campo magnetico. (b) Comportamento dei
nuclei sottoposti ad un campo magnetico.
Eppure sono proprio questi pochi nuclei in eccesso allineati con il campo magnetico Bo quelli che

permettono di generare il segnale NMR.
Se il campione viene irradiato con una radiazione elettromagnetica di frequenza uguale alla frequenza di
Larmor, si ha un’interazione della componente magnetica della radiazione con i momenti magnetici

nucleari (anche questi oscillanti alla frequenza di Larmor). I’energia della radiazione puo cosi essere



trasferita ai nuclei. Ogni assorbimento di radiazione comporta un cambiamento di orientazione dello
spin nucleare che ruota da allineato con il campo ad opposto al campo. Quando si verifica questa
transizione di spin, si dice che i nuclei sono in risonanza con la radiazione applicata, da qui il nome di
Risonanza Magnetica Nucleare, NMR. Anche nello stato di massima eccitazione, la popolazione dei
nuclei nei due livelli permessi ¢ circa uguale, data la piccolissima differenza di energia tra 1 livelli. Lo
stato eccitato ¢ solo leggermente piu popolato di quello fondamentale.

11 segnale NMR negli strumenti moderni viene generato con il metodo ad impulso. Con questa tecnica
tutti 1 nuclei di una specie vengono eccitati contemporaneamente da un impulso di radiofrequenza che
contiene tutto I'intervallo di frequenze necessario. Dato che esiste un leggero eccesso di nuclei che si
trovano allineati col campo magnetico Bo, il vettore Magnetizzazione Macroscopica Mo (la risultante di
tutti 1 momenti magnetici nucleari) ¢ piccolo e allineato col campo. Direzione che viene chiamata z.

Se il campione viene irradiato lungo I'asse x con un impulso di radiofrequenza che contiene anche la
frequenza n di Larmor dei nuclei in esame, questi assorbono energia e subiscono una transizione di
spin. A livello macroscopico si osserva che il vettore Magnetizzazione Macroscopica Mo ruota

allontanandosi dall’asse z per avvicinarsi al piano xy iniziando un moto di precessione attorno all’asse z.
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Figura 2.15. Movimento di M nei tre piani dello spazio.

A questo punto I'impulso di radiofrequenza cessa, ma i nuclei eccitati continuano ad emettere per
qualche istante un debole segnale di radiofrequenza che si spegne nel tempo, una specie di eco del
segnale assorbito. Per registrare questo segnale entra in funzione un circuito ricevente che ha lo scopo
di misurare Poscillazione della componente y del vettore M.

L’energia assorbita dai nuclei viene lentamente ceduta agli atomi vicini a causa di fenomeni detti di

rilassamento e il vettore M, compiendo delle spirali di precessione attorno all’asse z, si riporta al valore



iniziale Mo, posizione per la quale la componente My vale zero. La durata 77 dellimpulso di
radiofrequenza deve essere determinata con precisione per produrre un forte segnale NMR. In genere
#(2) ¢ di alcuni microsecondi.

11 segnale raccolto ¢ un segnale oscillante con frequenza n, la frequenza di Larmor del nucleo in esame,

che si smorza nel tempo e che viene detto FID (Free Induction Decay), libero decadimento dell’induzione.
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Figura 2.16. FID del CH3I per ’atomo di idrogeno.

I campi magnetici sono generati da una corrente elettrica che gira nella spira di un superconduttore
mantenuto alla temperatura dell'elio liquido (3 K). I superconduttori hanno una resistenza nulla per cui
gli elettroni possono percorrere la spira liberamente, generando un campo magnetico perfettamente
costante. Sul campione da analizzare viene inviato un impulso di radiofrequenza (pochi msec) che
copre una banda di radiofrequenze abbastanza grande da permettere a tutti i nuclei di risuonare
contemporaneamente. Terminato l'impulso, i nuclei tornano al loro stato originale (ripristino della
popolazione di Boltzmann) disperdendo l'energia attraverso i meccanismi di rilassamento citati.
Durante questo processo si genera un segnale modulato che viene raccolto per circa 1 sec ed inviato al
rivelatore dello strumento. Il segnale registrato, FID, ¢ rappresentato da un grafico che mette in
relazione l'intensita del segnale in funzione del tempo. Questo segnale contiene tutte le informazioni
sulle frequenze di risonanza. il grafico intensita del segnale vs. tempo, , viene trasformato in un grafico
intensita del segnale vs. frequenza, ossia nello spettro NMR.

A partire da un grafico in funzione del tempo I, = {(t), il FID, si puo ottenere un nuovo grafico in
funzione delle frequenze, chiamato spettro NMR, che mostra la frequenza assorbita dagli atomi durante

rilassamento, attraverso un processo matematico detto trastormata di Fourier, FT. In realta, nella scala



delle ascisse di uno spettro NMR non c'¢ mai né la frequenza di risonanza né il campo, ma la differenza
espressa in ppm tra il campo (o la frequenza) a cui risuona I'atomo del campione in esame e quello a cui
risuona I’atomo di una molecola campione (in genere, tetrametilsilano, TMS), che ¢ preso come 0 della
scala. Questa differenza si chiama chemical shift e si esprime in 6:

6 = (U — Vrus)/ Vrns
Con questa unita di misura il valore di risonanza di un nucleo ¢ indipendente dal modo con cui si ¢

ottenuto lo spettro (scansione di campo o di frequenza) e dal valore del campo applicato.
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Figura 2.17. Esempio di spettro NMR

La spettroscopia NMR-2D ¢ oggi una delle tecniche piu utilizzate per lo studio conformazionale di
peptidi e proteine in soluzione; essa ¢ capace di fornire informazioni specifiche sui singoli residui della
catena polipeptidica, quali distanze e relazioni geometriche tra nuclei e localizzazione di ponti a
idrogeno intramolecolari, come pure sulle interazioni di sistemi polipeptidici con ioni e molecole

piccole.



Gli spettri NMR-2D sono spettri in cui sia l'ascissa che l'ordinata sono assi di frequenze; un

esperimento di questo tipo richiede due trasformate di Fourier ortogonali tra loro su due assi dei tempi

indipendenti, per arrivare a due assi delle frequenze perpendicolari.

Un esperimento di NMR-2D classico (Fig. 26) ¢ costituito dai seguenti periodi di tempo:

1.

1.

1ii.

1v.

preparazione: intervallo di tempo, lungo rispetto al tempo di rilassamento degli spin
nucleari, durante il quale il sistema ¢ riportato all’equilibrio termico;

evoluzione tl: intervallo di tempo successivo allimpulso, che viene progressivamente
incrementato, durante il quale la magnetizzazione evolve per effetto del chemical shift e
dell’accoppiamento scalare;

mixing: periodo di tempo, che consiste di uno o piu impulsi separati da delzy di tempo,
che consente il trasferimento di magnetizzazione tra gli spin;

acquisizione t2: intervallo di tempo in cui la magnetizzazione osservabile viene rilevata e
registrata sotto forma di FID (Free Induction Decay) che successivamente viene convertito,
tramite la trasformata di Fourier (FT), da un segnale in funzione del tempo ad un

segnale in funzione della frequenza.
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Figura 2.14. Periodi di tempo che caratterizzano un esperimento NMR-2D classico.

Gli esperimenti bidimensionali sono basati sull’accoppiamento tra nuclei. Questi accoppiamenti

possono verificarsi tramite legami (accoppiamento scalare) o tramite lo spazio (accoppiamento

dipolare). Se la correlazione si instaura tra nuclei uguali gli esperimenti NMR bidimensionali vengono

classificati come omonucleari, se i nuclei sono diversi vengono detti eteronucleari.



Le principali tecniche che si basano su correlazioni omonucleari scalari sono: COSY e le tecniche
derivate modificando la sequenza originale di impulsi, come ad esempio COSY45, che permette di
ridurre lintensita dei segnali in diagonale in modo da evitare che segnali di correlazione che cadono
troppo vicino alla diagonale siano perturbati, COSY-DQY (Dowuble Quantum Filter), che permette di
eliminare i segnali come quelli dei solventi che sono singoletti, COSY LR (LLong Range), in cui sono
enfatizzati coupling piccoli come quelli allilici o quelli para in sistemi aromatici, ed infine TOCSY (Toza/
Correlation  SpectroscopY), tecnica piu sensibile del COSY e nella quale si ha il trasferimento di
magnetizzazione a tutto il sistema di spin.

L’espetimento COSY (COrrelation SpectroscopY) (‘H-"H) consente, tispetto all’esperimento protonico
monodimensionale, di individuare la sequenza degli accoppiamenti dei vari nuclei presenti in una
molecola. 11 risultato del COSY ¢é un diagramma simmetrico. La proiezione dello spettro 'H-NMR
unidimensionale appare sulla diagonale (diagonal signal). 1 segnali di correlazione (o cross-peak) sono fuori
diagonale ed indicano connettivita tra protone e protone, ossia accoppiamenti vicinali, geminali e /ong
range.

In una maniera simile lo spettro TOCSY mostrera su una sola riga tutto l'intero sistema di spi.

Le tecniche che si basano sugli accoppiamenti omonucleari dipolari sono: NOESY (Nuwclear Overhauser
Enbancement SpectroscopY) e ROESY (Rotating-Frame NOE SpectroscopY).

Il NOE (Nuclear Overhauser Effect) ¢ la variazione dell'intensita di un segnale I per saturazione di un
nucleo S dipolarmente accoppiato ad esso.

Nell’accoppiamento dipolare si ha uno scambio incoerente di magnetizzazione tra due spzn fisicamente
vicini (processo di cross-relaxation) e quindi gli spettri NOESY e ROESY daranno informazioni sulle
distanze tra nuclei vicini nello spazio. In una molecola organica, NOESY identifichera in modo
peculiare protoni adiacenti (sullo stesso o su carboni adiacenti) e protoni che sono costretti alla
vicinanza dalla geometria della molecola.

I’NMR ¢ la tecnica piu versatile nelle scienze fisiche e puo essere utilizzata anche per determinare la
struttura globale (large-scale) di oggetti, inclusa 'anatomia del corpo umano. Il principale vantaggio
nell’utilizzo di questa tecnica per lo studio di bio-macromolecole ¢ che non ¢ necessario ottenimento
di cristalli (cosa a volte molto difficile o impossibile), come per la spettroscopia ai raggi X, e quindi la
molecola puo essere studiata in soluzione, in condizioni fisiologiche. Inoltre, ¢ possibile studiare
interazioni molecolari in soluzione come ad esempio quelle tra un ligando ed il suo recettore.

Gli spettri mono e bi-dimesionali di risonanza magnetica nucleare sono stati acquisiti tramite uno
spettrometro NMR del tipo Varian INOVA 500 operante alla frequenza protonica di 500 MHz e
localizzato presso il Centro di Metodologie Chimico Fisiche dell'Universita di Napoli “Federico 117.



3. METODI

BIOLOGIA DELLE COLTURE CELLULARI

3.1. MODELLI DI STUDIO DELI’ANGIOGENESI

Protagonisti principali del fenomeno angiogenico, le cellule endoteliali, sono coinvolte in una sequenza
di eventi, a partire dalla degradazione della ECM, che permette ’'abbandono della loro posizione, e il
movimento lungo la scia di chemoattrattori rilasciati dalle cellule circostanti. Nel contempo, il fronte
migratorio di cellule endoteliali, viene attivato a proliferare per provvedere al numero necessario di
“mattoni” per la creazione della parete di un nuovo vaso. Quest’ultima operazione richiede la
riorganizzazione della componente cellulare in una struttura tubulare tridimensionale.

Ognuna di queste fasi: distruzione locale della matrice, chemiotassi cellulare, proliferazione e alterazioni
della morfologia cellulare, possono costituire un bersaglio d’intervento e un aspetto d’indagine oggetto

saggi sia 7 vitro che in vivo.

3.1.1. Modelli in vitro

I modelli 7z vitro si focalizzano principalmente sulla valutazione del comportamento proliferativo,
migratorio e differenziativo delle cellule endoteliali in risposta ad agenti esterni. Questi modelli offrono il
vantaggio di controllare le molteplici variabili che accompagnano i saggi (come le concentrazioni dei
fattori angiogenici o il numero di cellule impiegate per il test), oltre alla possibilita di studiare uno stadio
individuale del processo angiogenico con costi contenuti e minori difficolta rispetto agli esperimenti

vivo.



Tuttavia, 1 saggi i vitro presentano anche delle limitazioni, prima fra tutte la natura stessa delle cellule
endoteliali, le quali presentano differenze fenotipiche, soprattutto se si considerano quelle che rivestono il
lume dei grandi vasi, il macrocircolo, come la vena del cordone ombelicale umano (HUVEC), e le cellule
endoteliali appartenenti al microcircolo, ad esempio quelle che derivano dal derma (HuDMEC). A queste
si devono aggiungere differenze strutturali (es. endoteli fenestrati rispetto a sinusoidali) e d’organo, poiché

la risposa a fattori di crescita e sostanze inibitorie varia in rapporto al tessuto d’origine.

In coltura, le cellule endoteliali riacquistano la capacita di dividersi, uscendo dalla condizione di
quiescenza in cui normalmente permangono gli endoteli zz vivo. Le cellule proliferanti, una volta
stabilitesi in coltura, subiscono pero alterazioni del loro stato di attivazione, del cariotipo,
dell’espressione di antigeni superficiali e nelle proprieta di crescita (Jackson and Nguyen, 1997).

Non si deve dimenticare che saggi condotti su colture di cellule endoteliali danno indicazioni riguardo
un effetto diretto della sostanza o della condizione in esame; un riscontro negativo non
necessariamente stabilisce con certezza I'assenza di un’attivita angiogenica, a causa dell’incapacita del
sistema di valutare gli effetti di tipo indiretto. Le cellule endoteliali, infatti, non sono le uniche coinvolte
nell’angiogenesi, ma all'interno delle varie fasi del processo intervengono altri tipi cellulari, come le
cellule di supporto (periciti, fibroblasti, cellule delle muscolatura liscia), le cellule mesenchimali e le
cellule circolanti del sangue. L'influenza di questo insieme di cellule sull’endotelio durante la creazione
di nuovi vasi ¢ difficile da valutare 7z vitro, rendendo indispensabile affiancare i risultati ottenuti da

questi modelli a quelli derivanti da saggi iz vzvo.

Vitalita cellulare

Le prime indagini che vengono effettuate su una nuova sostanza solitamente cercano di stabilire se essa
induce possibili alterazioni dei parametri di crescita cellulare (proliferazione, metabolismo) o
I'insorgenza di un effetto tossico. I test di vitalita cellulare si dividono sostanzialmente in due grandi
classi; quelle che determinano il numero totale di cellule nel campione e quelle che valutano la cinetica
del ciclo cellulare. Del primo gruppo fanno parte: i) sistemi di conta cellulare (emocitometro, Coulter
Counter); 1) metodi colorimetrici basati sulla capacita metabolica delle cellule di trasformare dei
composti di sali di formazano (MTT, XTT, WST-1); iii) misurazioni di alterazioni nella sintesi del
DNA, tramite quantificazione dell'incorporazione di precursori marcati del DNA (BrdU o timidina
triziata), o di coloranti che legano I’acido deossiribonucleico. Metodi alternativi prevedono 'impiego di
molecole che interagiscono col DNA e l'uso di strumentazioni come la citometria a flusso, per

evidenziare variazioni nella distribuzione delle cellule in coltura nelle varie fasi del ciclo cellulare.



Nel caso in cui si rilevi un decremento del numero di cellule questo puo essere determinato da un
effetto cototossico piuttosto che citostatico, per tale motivo i risultati dei saggi di proliferazione devono

essere affiancati da saggi di apoptosi o di necrosi.

Movimento cellulare

Il movimento delle cellule endoteliali ¢ un processo chemotattico, avviene cio6 lungo un gradiente di
fattori angiogenici legati alla ECM. Il metodo maggiormente impiegato per valutare effetti sulla
migrazione, ricorre alla camera di Boyden o ad una versione modificata dello stesso. Il saggio prevede
che le cellule attraversino una superficie porosa per richiamo da parte di molecole poste nel comparto al
di la del setto poroso. Alternativamente si puo impiegare il test della cicatrizzazione, che esamina la
capacita delle cellule endoteliali di riformare un monostrato confluente dopo un danno (serape) applicato

alla coltura cellulare.

Morfogenesi in vitro

Seminando le cellule endoteliali su matrici costituite da componenti extracellulari, come fibrina,
collagene o Matrigel, si verificano delle modificazioni morfologiche che mimano gli eventi
differenziativi che si verificano nel processo angiogenico, con la formazione di una struttura a maglie

simil-capillare.

3.1.2 Modelli in vivo

I classici saggi angiogenici, che vengono impiegati nello studio dell’attivita modulatoria del processo di
neovascolarizzazione da parte delle sostanze in esame, forniscono in genere un’informazione quantitativa
circa il tipo di infiltrato vascolate che si ¢ sviluppato dentro e/o attorno al matetiale inoculato. I test
effettuato su membrana corioallantoidea di pollo (CAM test), per esempio, rappresenta forse la metodica
d’esame piu impiegata per valutare la capacita di un determinato impianto, posto all'interno della
membrana di pollo, di stimolare lo sviluppo di una rete vascolare al suo interno (Ribatti e a/, 1996). Lo
stesso principio sta alla base anche di altri saggi che prevedono, per esempio, 'inserimento sottocute di gel
polimerici di componenti della matrice (sponge o Matrigel plug) contenente la sostanza di cui si vuole

esaminare Ueffetto sul modello animale (Plunkett and Hailey, 1990; Dellian e al., 1996).

3.2 COLTURA DI CELLULE ENDOTELIALI



Le HUVEC sono state estratte dal cordone ombelicale umano attraverso digestione con Collagenasi IV,
un enzima che distrugge la componente collagene del tessuto connettivo e che permette di disgregare 1
contatti fra le cellule. A seguito di ripetuti lavaggi, sia internamente che esternamente alla vena, con una
soluzione tampone sodio-fosfato (PBS; Gibco-Invitrogen Corporation, Milano, Italia) addizionata con un
2-3% di antibiotico e di antimicotico (la formulazione contiene 10000 unita/ml. di penicillina G, 10
mg/ml di streptomicina solfato e 25 Pg/ml di amfotericina B; Sigma Aldrich, Milano, Italia), in modo da
eliminare eventuali coaguli di sangue, il cordone ¢ stato incanulato per introdurre all'interno della vena
una soluzione 0,1% di collagenasi IV in PBS (Sigma). Si ¢ lasciato incubare con 'enzima per 15 minuti a
37° in atmosfera umidificata. Al termine del petiodo di digestione, le cellule estratte sono state raccolte
tramite lavaggio con 3-5 ml di terreno selettivo per cellule endoteliali MV, (terreno base) (PromoCell,

Hidelberg, Germania). Questo terreno specifico ¢ completato dall’aggiunta dei seguenti fattori:

Siero Fetale Bovino (FCS) 5%
human Epidermal Growth Factor hEGF) 5.0 ng/ml
Idrocortisone (HC) 0.2 pg/ml
Vascular Endothelial Growth Factor VEGE) 0.5 ng/ml
human basic Fibroblast Growth Factor hbFGF) 10 ng/ml
R3 IGF-1 20 ng/ml
Acido Ascorbico (AA) 1 pg/ml
Antibiotico/antimicotico 1%

11 terreno cosi composto ¢ definito completo.

La sospensione cellulare isolata ¢ stata centrifugata a 1500 giri/minuto per 5 minuti, il pellet risospeso

nel terreno sopraindicato ¢ stato seminato in una piastra Petri (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ
USA) precedentemente condizionata con una soluzione di fibronectina (1 pg/cm? BD) in PBS.

I saggi condotti sono stati effettuati impiegando cellule endoteliali provenienti da colture II o II1.

3.2.1 Immunoseparazione

Dall’estrazione precedentemente descritta si puo ottenere una coltura primaria contenente sia cellule
endoteliali sia fibroblasti; quest’ultimi possono interferire con 1 saggi cellulari. Oltre alla identificazione

visiva attraverso I'impiego del microscopio, le HUVEC possono essere individuate e separate da altre



cellule presenti in coltura attraverso i processo di immunoseparazione, una separazione

immunomagnetica tramite biglie condizionate con anticorpo.

Condizionamento di biglie magnetiche con anticorpo CD31

Sono state impiegate biglie magnetiche di polistirene, dynabeads M-450 tosylactivated (Invitrogen),
ricoperte con uno strato di poliuretano attivato da p-toluenesolfonilcloruro che fornisce gruppi reattivi
per il legame covalente di proteine (per esempio anticorpi) o altri leganti contenenti gruppi solfidrici. In
questo caso le biglie sono state condizionate con l'anticorpo anti-CD31 (Santa Cruz Biotecnology,
Santa Cruz, California, USA), un anticorpo primario diretto contro un antigene di superficie specifico
delle cellule endoteliali. La metodica per il condizionamento delle biglie prevede uno stadio di lavaggio
delle biglie ed uno di trattamento delle stesse con l'anticorpo. Il primo passaggio ¢ necessario per
equilibrare le biglie nel buffer appropriato, preparandole in questo modo al condizionamento con
Panticorpo. Durante il secondo passaggio I'anticorpo ¢ aggiunto alla soluzione delle biglie (4x10°
biglie/ml di soluzione finale) in concentrazione 5 g/ 10’ biglie; la soluzione ¢& stata incubata per 24 ore
a 37°C in continua blanda agitazione meccanica. Al termine le biglie condizionate sono state lavate con
una soluzione 0.1% di BSA (Bovine Serum Albumin; Sigma) in PBS, e conservate alla temperatura di 4°C

fino al momento dell’utilizzo.

Immunoseparazione

Le cellule, giunte a confluenza, sono state contate (mediante camera di Burker) e sospese in appropriato
volume di PBS per ottenere una soluzione di 10°cellule/ml. Aggiunte alla sospensione le biglie
condizionate con l'anticorpo (5 biglie/cellula), il tutto ¢ stato incubato sotto agitazione a 4°C per 30
minuti; Pagitazione ¢ essenziale per permettere il contatto tra cellule e biglie. Successivamente sono stati
effettuati 4 lavaggi con medium di base, in modo da raccogliere le cellule che non avevano interagito
con le biglie. Infine le cellule legate alle biglie sono state seminate in piastre Petri precedentemente

condizionate con fibronectina.

3.3 SAGGIO DI ADESIONE CELLULARE

L’adesione cellulare gioca un ruolo fondamentale in moltissimi processi regolatori: dalla sopravvivenza alla
crescita cellulare, dal differenziamento alla migrazione, dalla proliferazione alla rigenerazione. Inoltre
risulta di cruciale importanza nella formazione e nel mantenimento dell’organizzazione cellulare all'interno

del tessuti e nei vari sistemi di comunicazione adottati dalle cellule.



Per valutare gli effetti delle molecole peptidiche sul processo adesivo, sono state impiegate piastre a 48
pozzetti no-tissue culture (BD Falcon), adatte per colture di cellule in sospensione, la cui superficie
polistirenica non ¢ stata trattata al fine di arricchire permanentemente il supporto di gruppi idrofilici e
favorire cosi I'adesione e lo spreading cellulare. Ciascuno dei pozzetti ¢ stato condizionato con una
soluzione peptidica (2 mmol/cm?) in PBS, o solo tampone (controllo negativo) e lasciato 24 h a 37°. Al
termine del pretrattamento la soluzione di condizionamento ¢ stata eliminata, 1 pozzetti sono stati lavati
con PBS e posti per 2 h a contatto con una soluzione 1mg/ml. di BSA, a 37°, per bloccare i siti
aspecifici di legame. Le cellule endoteliali (3x10* cellule/cm?) sono state seminate in MV, base e si ¢
lasciato che aderissero al supporto nelle normali condizioni di coltura per 3 h. Terminato il periodo di
incubazione, le cellule che non hanno aderito sono state eliminate lavando i pozzetti accuratamente per
2 volte con tampone salino, mentre le cellule che si sono attaccate alla piastra, sono state fissate overnight
con una soluzione al 4% di formalina (Sigma) in PBS. II processo adesivo ¢ stato quantificato contando
per ogni pozzetto le cellule presenti in 3 campi scelti casualmente ad un ingrandimento x100.

Lo stesso saggio ¢ stato eseguito seminando le HUVEC in terreno completo contenente o meno
(controllo) i peptidi in studio (Tabella 3.1), su piastre no-tissue culture, non precondizionate. Anche in

questo caso le cellule sono state incubate per 3h a 37°, e poi una volta eliminate quelle rimaste in

>
sospensione, sono state fissate e contate (3 campi per ogni pozzetto, ingrandimento x100).
I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono stati espressi come numero di cellule che hanno aderito

al supporto. L’analisi statistica ¢ stata effettuata con il t-test di Student.

Sostanza Concentrazione testata
SDF-1aT 100 nM
SDF-BT 100 nM
Derivati dell’SDF-1
SDF-1B NC 100 nM
Met-SDF-3 NC 100 nM
RGD 0.1 mM
GRGDSPK 0.1 mM
Motivi di adesione
(GRGDSP),K 0.1 mM
HVP 0.1 mM

Tabella 3.1. Peptidi impiegati nel saggio di adesione cellulare e relative concentrazioni usate in soluzione.

3.4 SAGGIO DI VITALITA CELLULARE



11 saggio di vitalita cellulare ¢ condotto verificando D'attivita metabolica delle cellule in coltura attraverso
un saggio colorimetrico che utilizza sali di tetrazolo, quali il 3-(4,5-dimetiltiazolo-2-il)-2,5-
difeniltetrazolobromuro (MTT) e i 3-(4,5-dimetil-2-il)-5-(3-carbossimetossifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolo (MTS). Il test MTT sfrutta la riduzione del composto tetrazolico di colore giallo in cristalli viola
di formazano, trasformazione indotta dalle deidrogenasi presenti nelle cellule vitali. I cristalli che si
formano, insolubili in ambiente acquoso, vengono estratti dalle cellule con un solvente organico, il
propanolo-2-acido (0,04 M HCI in propan-2-olo). La determinazione quantitativa avviene tramite lettura

spettrofotometrica a 570 nm (Denizot and Lang, 1986; Wemme ez a/., 1992).

11 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega Italia, Milano Italia) sfrutta la ossido-
riduzione del composto MTS in un formazano solubile in ambiente acquoso, ad opera sempre di
deidrogenasi presenti nelle cellule attive metabolicamente. La quantificazione richiede la lettura

spettrofotometrica del terreno di coltura a 490 nm (Barltrop ez a/, 1991).

Le cellule sono state seminate ad una densita di 2x10* cellule/cm” in piastre da 96 pz in presenza di
terreno MV, completo di fattori di crescita. Dopo 24 h ¢ stato effettuato un lavaggio con PBS, per
eliminare eventuali cellule morte e residui del terreno, e sono state aggiunte le sostanze peptidiche da
testare, alle varie concentrazioni scelte (vedi tabella), disciolte in MV, base (volume finale 100 ul), privo di
siero per evitare possibili fenomeni d’interazione con la componente proteica di quest’ultimo. In ogni
esperimento sono state effettuate 6 repliche per ogni condizione. Come controllo si sono considerate le
cellule non trattate in MV, base. Inoltre in 6 pz ¢ stato posto solo MV, base per la lettura

spettrofotometrica del background.

Sostanza Concentrazione testata
TYB4-n 0.1 uM, 1.3 pM, 66 pM

Derivati della T34 TYB4- 0.1 uM, 1.3 pM, 66 pM
TYB4-c 0.1 uM, 1.3 pM, 66 pM

- 5 2

Derivati del’SDF-1 SDF-1aT 5nM, 10 nM, 100 nM
SDF-18T 5nM, 10 nM, 100 nM
SDF-1B8T Nal70 5nM, 10 nM, 100 nM
SDF-18T Nle72 5nM, 10 nM, 100 nM




SDF-1BT DPhe70/Nle72 5nM, 10 nM, 100 nM
SDF-1g NC 5 oM, 10 nM, 100 nM
Met-SDE-18 NC 5 aM, 10 nM, 100 nM
RGD 0.025 mM, 0.1 mM
GRGDSPK 0.025 mM, 0.1 mM
Motivi di adesione = ~p=op) 1 0.025 mM, 0.1 mM
MAPRGDSP) 0.01 mM, 025 mM
HVP 0.025 mM, 0.1 mM

Tabella 3.2. Peptidi impiegati nel saggio di vitalita cellulare e relative concentrazioni usate in soluzione.

Trascorse 20 h di incubazione a 37°C, nei pozzetti sono stati aggiunti 10 ul di MTT (5 mg/ml in PBS;
Sigma) o 20 pl di CellTiter 96® AQueons One Solution Reagent e si ¢ atteso un petiodo di altre 4 h affinché il
composto venisse metabolizzato dalle cellule. I cristalli di formazano derivati dalla trasformazione
del’MTT sono stati solubilizzati con 50 ul di isopropanolo acido e sotto blanda agitazione meccanica per

20 min al buio. La lettura dei valori di assorbanza ¢ stata eseguita con Microplate autoreader EL 13 a 570

nm.

Nel caso invece del test MTS, la produzione di composti solubili nel terreno di coltura permette di

valutare al termine del periodo di incubazione, direttamente la vitalita delle cellule tramite lettura

spettrofotometrica a 490 nm.

I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono stati espressi in percentuale rispetto al controllo, a cui

arbitrariamente ¢ stato assegnato il valore 100%. L’analisi statistica ¢ stata effettuata con il t-test di

Student.




e

. N—N
@“~~@ o<
N"N N=N\_;,5
\g’GHE FI:I CH3
CH CH;
MTT . MTT formazan
OCH,COOH s0; OCH,COCH so-
3
W T
»
N=N\¢J<S : CHs CHg
\fz
CH, CH
MTS > Formazan

Figura 3.1 Reazione di conversione dei sali di tetrazolo,

MTT e MTS nei corrispondenti formazani

3.5 SAGGIO DI PROLIFERAZIONE CELLULARE

Durante la proliferazione cellulare, il materiale genetico deve essere replicato per fornire una copia del
genoma ad ogni cellula. Il monitoraggio del processo di sintesi del DNA risulta quindi un parametro
indiretto di valutazione del grado di proliferazione di una coltura cellulare. Uno dei metodi
tradizionalmente usati per la misura della mitosi ¢ la marcatura del DNA delle cellule in divisione, con il
precursore radioattivo timidina triziata (‘H-timidina). Un successivo e importante sviluppo della
metodica prevede I'utilizzo di analoghi di basi nucleotidiche contenenti atomi di alogeni, 5-bromo-2’-
deossiuridina (BrdU). Riconosciuto dalla polimerasi cellulari, la BrdU viene incorporata al posto della
pirimidina nel DNA, e la sua presenza puo essere rilevata in modo altamente specifico tramite saggio
immunoenzimatico.

Le HUVEC sono state seminate su piastre a 96pz (2x10* cellule/cm?) in MV, completo e mantenute 24

h nelle normali condizioni di coltura. Il giorno seguente ¢ stato eliminato il terreno, ¢ stato fatto un



lavaggio con PBS e si sono incubate le cellule in 100 uL di terreno MV, base contenente o meno
(controllo) i derivati peptidici della 3-timosina, TYB4-n, TYB4-i e TYB4-i alle concentrazioni 0.1 pM,
1.3 pM e 66 pM. Dopo 6 h, in ogni pozzetto sono stati aggiunti 10 L. di BrdU labeling Solution
(concentrazione finale 10 pM BrdU) e la piastra ¢ stata nuovamente posta a 37°C in atmosfera
umidificata per altre 18h. Al termine del periodo d’incubazione, la quantita di analogo nucleotidico
incorporato ¢ stata valutata mediante esecuzione del saggio colorimetrico Ce// Proliferation EIISA kit
(BrdU Assay, F. Hoffmann-La Roche Ltd Group, Basilea, Svizzera). Secondo le istruzioni riportate
dalla ditta produttrice, il terreno ¢ stato eliminato, le cellule sono state fissate e il DNA ¢ stato
denaturato per aggiunta di 200 pL di soluzione Fixdenat, incubando a temperatura ambiente per 30 min.
La rottura dell’acido nucleico, ¢ necessaria al fine di migliorare P'accessibilita dell’analogo incorporato
dalle cellule alla rilevazione con anticorpo monoclonale diretto contro la BrdU e coniugato all’enzima
perossidasi (anti-BrdU-POD). Dopo 90 min a temperatura ambiente, sotto blanda agitazione, i pozzetti
sono stati lavati per tre volte con una soluzione tampone (Working Solution) per eliminare ’anticorpo
in eccesso che non aveva reagito. L’immuno-complesso ¢ stato rilevato tramite sviluppo di colore dato
dall’attivita enzimatica della POD, a seguito dell'incubazione con il substrato tetrametil-benzidina
(TIMB). La reazione condotta temperatura ambiente per un tempo di 20 min, ¢ stata bloccata per
aggiunta di 25 pL di soluzione 1 M H,SO, (Sigma). La lettura dell’assorbanza ¢ stata eseguita a 690 nm
con Microplate autoreader EL 13.

Per ogni peptide ¢ stato inoltre valutata I'assenza di possibili interazioni con i componenti del kit.

I risultati, medie di almeno 3 esperimenti, sono stati espressi come percentuale di proliferazione cellulare

rispetto al campione non trattato. I’analisi statistica ¢ stata effettuata con il t-test di Student.

3.6 DETERMINAZIONE DEL RILASCIO DELI’ENZIMA LATTATO
DEIDROGENASI (LDH)

L’azione necrotica di alcuni peptidi ¢ stata verificata mediante determinazione dell’enzima
citoplasmatico LDH attraverso I'impiego del Cyotoxicity Detection Kit (LDH assay, Roche Diagnostic).
Questo enzima si trova in forma stabile all'interno di tutte le cellule, ma viene rapidamente rilasciato
nell’ambiente extracellulare in seguito ad un danno alla membrana plasmatica. Per quantificare tale
enzima si effettua un saggio colorimetrico che sfrutta 'accoppiamento di due reazioni:

1. riduzione del NAD" a NADH/H" in concomitanza alla conversione del lattato a

piruvato catalizzata da LDH;



ii. trasferimento, mediato dal catalizzatore, del H/H" dal NADH/H" al sale di tetrazolo
(giallo) che viene in questo modo ridotto a formazano (rosso).

Un aumento del grado di morte cellulare o del numero di cellule con danni alla membrana plasmatica
causa un aumento della quantita di LDH rilasciata; 'incremento del’ammontare di enzima ¢ correlato
alla quantita di formazano formatosi in un certo periodo di tempo. Percio I'entita dello sviluppo del
colore, quantificata tramite assorbanza, ¢ proporzionale al numero di cellule danneggiate.
Le cellule endoteliali sono state seminate su piastre a 96 pz (2 x 10* cell/cm?) e incubate per 24 h a 37°C
in presenza di terreno completo. Successivamente, sono state lavate con PBS e incubate in MV, base
contenente 1 peptidi per altre 24 h. Le sostanze peptidiche testate sono state solo quelle che avevano

indotto una diminuzione significativa della vitalita cellulare.

Sostanza Concentrazione testata
TYB4-n 1.3 uM
Derivati della T34
TYR4-1 1.3 pM
TYB4-c 1.3 uM
RGD 0.1 mM
GRGDSPK 0.1 mM
Motivi di adesione
(GRGDSP),K 0.1 mM
HVP 0.1 mM

Tabella 3.3. Peptidi impiegati nel saggio LDH e relative concentrazioni usate in soluzione.

Le piastre sono state quindi centrifugate per 10 min a 300 rpm; 100 pl di surnatante sono stati trasferiti
in una nuova piastra a 96 pz e in ciascun pozzetto sono stati aggiunti 100 pl di miscela di reazione,
preparata unendo la Dye Solution (contenente il cromoforo cloruro di iodotetrazolo e il sodio lattato) e il
catalizzatore (soluzione di Diaforase/NAD"). La piastra ¢ stata lasciata sotto blanda agitazione e al buio
per 30 min; la reazione enzimatica ¢ stata infine bloccata con 50 pl di HCl 1M (Carlo Erba Reagents,
Milano Italia). La lettura dell’assorbanza ¢ stata effettuata a 490 nm.

Per ogni saggio sono stati effettuati 5 tipi di controlli:

1. MV, base con miscela di reazione, per quantificare il background;
1. cellule non trattate seminate in MV, base per misurare il normale rilascio di LDH;
iii. cellule non trattate, lisate con una soluzione di Triton X-100 (Sigma) al 1% in MV, base,

per misurare il massimo rilascio di LDH,;




iv. terreno contenente le stesse concentrazioni di peptidi impiegate nei pz con le cellule, per
valutare possibili interazioni tra 1 campioni in esame ¢ le sostanze componentt il Kit;

V. soluzioni peptidiche in MV, base incubate con LDH (250 U/mL; Sigma) per 24 h, petr
verificare se 1 campioni fossero in grado di interferire direttamente con lattivita
enzimatica della deidrogenasi.

I risultati sono stati espressi come percentuale rispetto alle colture non trattate. L’analisi statistica dei

dati, media di almeno 3 esperimenti, ¢ stata effettuata con il t-test di Student
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Figura 3.2. Il processo necrotico e apoptotico a confronto

3.7 DETERMINAZIONE DEL TASSO DI APOPTOSI

L’apoptosi o morte cellulare programmata, ¢ un processo fisiologico che provvede al controllo
omeostatico delle condizioni cellulari ¢ del numero di cellule in un determinato tessuto; tuttavia, in
determinate circostanze puo essere innescata anche da condizioni patologiche. Questo suicidio
fisiologico comporta una serie di caratteristiche alterazioni cellulari, quali: la riduzione delle dimensioni
della cellula, la scomparsa di strutture specializzate di superficie e delle giunzioni intercellulari, la
disgregazione della membrana plasmatica in vescicole (blebbing) e la degradazione della cromatina in
mono- e oligo-nucleosomi, come risultato dell’attivazione di endonucleasi nucleari endogene Ca’'-
Mg**-dipendenti. I nucleosomi sono le unita fondamentali dell’arrangiamento/impachettamento

strutturale del genoma all’interno delle cellule, ognuno ¢ formato da un ottametro istonico attorno cui si



avvolge il DNA. Queste unita sono tra loro legate da tratti di acido nucleico (/#nker) di varia lunghezza
(5-100 bp), che data la maggior accessibilita risultano i siti preferenziali dell’azione delle varie
endonucleasi. Nel presente lavoro, sono stati usati due diversi saggi per la determinazione del tasso di
apoptosi: In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (TUNEL assay, Roche Diagnostic) e il Ce// Death
detection ELISA™ kit (Roche Diagnostic). Il saggio TUNEL prevede Iutilizzo dellenzima
deossinucleotidiltransferasi terminale (TdT) che, dopo fissaggio e permeabilizzazione delle cellule
apoptotiche, catalizza I'aggiunta di nucleotidi marcati con fluoresceina (fluorescein-dUTP) alle estremita
3’-OH libere in modo templato-indipendente, evidenziabili mediante fluorescenza.

Il saggio ¢ stato condotto seminando le cellule in terreno MV, completo, ad una densita di 2 10°
cellule/cm’, in chamber-slide (BD Falcon) da otto pozzetti, precedentemente condizionati con una
soluzione di fibronectina (1 pg/cm® e incubando per 24 h a 37°C. Dopo un lavaggio in PBS le
HUVEC sono state esposte alle sostanze peptidiche sciolte in MV, base. Dopo un’incubazione di 24 h
a 37°C, le cellule sono state lavate con PBS, fissate con paraformaldeide al 4% in PBS per 1 h a
temperatura ambiente e permeabilizzate con una soluzione 0.1% Triton X-100 in 0.1% di sodio citrato
per 2 minuti in ghiaccio. Dopo alcuni lavaggi in PBS, le cellule sono state asciugate all’aria e poste a
contatto con 50 ul della miscela TUNEL (composta dall’enzima TdT e dalla fluorescein-dUTP) per 1h
al buio, a 37°C ¢ in atmosfera umidificata. Per eliminare ’eccesso di nucleotide marcato che non aveva
reagito con il DNA frammentato, i pozzetti sono stati lavati tre volte con PBS. I vetrini sono stati
quindi trattati con un montante acquoso contenete DAPI, un intercalante fluorescente nel blu, usato

per la marcatura dei nuclei. Con un microscopio a fluorescenza sono stati osservati i nuclei apoptotici
colorati di verde (A, = 488 nm; A_,, = 515-565 nm) e i nuclei di tutte le cellule colorati in blu (A, = 360

nm; A, = 460 nm). Utilizzando un obiettivo 40x, sono stati fotografati dieci campi random e sono
state contate le cellule positive per 1 fluorocromi. Infine, dal rapporto cellule TUNEL-positive e
numero di cellule totali 4',6-diamidino-2-fenilindolo cloridrato (DAPI)-positive ¢ stata determinata la
percentuale di cellule apoptotiche. In ogni saggio sono stati introdotti due tipi di controllo:

1. controllo negativo: costituito da cellule non trattate in MV, base per quantificare la
percentuale di apoptosi spontanea;

1. controllo positivo: costituito da cellule trattate con DNasi I (3-3000 U/ml in 50 mM Tris-
HCI pH 7.5, 1 mg/ml BSA; Sigma) per 10 min, prima di aggiungere la miscela Tunel, per
indurre la frammentazione del DNA. Tale pozzetto serve a verificare la funzionalita del
saggio rispetto ad un 100% di cellule apoptotiche.

11 Cell Death detection ¢ invece un saggio ELISA colorimetrico, che permette di rilevare eventi degradativi
internucleosomali del DNA genomico a seguito dell’attivazione di fenomeni apoptotici, impiegando

tecniche immunochimiche.



Le cellule endoteliali (2X10* cellule/cm? sono state seminate su piastre a 96 pz in terreno
supplementato con fattori di crescita, ¢ poste per 24h a 37° in atmosfera umidificata. Una volta
eliminato il terreno e lavato i pozzetti con tampone fosfato, le HUVEC sono state incubate per 24h in

presenza delle sostanze peptidiche, a 37°.

Sostanza Concentrazione testata
TYB4-n 1.3 uM
Derivati della T34
TYR4-1 1.3 uM
TYB4-c 1.3 uM
RGD 0.1 mM
GRGDSPK 0.1 mM
Motivi di adesione
(GRGDSP),K 0.1 mM
HVP 0.1 mM

Tabella 3.5. Peptidi impiegati nel saggio TUNEL e relative concentrazioni usate in soluzione.

Successivamente la piastra ¢ stata centrifugata a 200 giri per 10 min, il surnatante ¢ stato rimosso, le
cellule sono state risospese nel buffer di lisi fornito col £, e lasciate sotto blanda agitazione per 30 min a
temperatura ambiente. Nuovamente la piastra ¢ stata centrifugata nelle stesse condizioni riportate
sopra, per separare i nuclei intatti delle cellule non apoptotiche dai frammenti cromatidici rilasciati dai
corpi apoptotici, in seguito alla lisi delle membrane cellulari. Il surnattante (100 pL di lisato) ¢ stato
trasferito nei pozzetti di una piastra precondizionata on Streptavidina. I campioni sono stati, a questo
punto, incubati per 2 h con una mistura di due anticorpi monoclonali: uno diretto verso la componete
istonica dei nucleosomi, e coniugato ad una molecola di Biotina (Anti-istone-Ac), e l'altro specifico per
il DNA a singolo e doppio filamento, a sua volta coniugato con lenzima perossidasi (Anti-DNA-
POD). L’'immuno-complesso che si forma ¢ a sua volta immobilizzato alla pareti del pozzetto grazie
all'interazione Streptavidina-Biotina, in modo che il materiale cellulare che non ha immunoreagito possa
essere facilmente allontanato per lavaggio con una soluzione tampone (operazione ripetuta per 3 volte).
I complessi trattenuti su piastra con legato 'enzima perossidasico, una volta incubati per 15 min col
substrato 2’,2’-azido-di-(3-tilbenzotiazidino solfato) (ABTS), comportano uno sviluppo di colore
proporzionale al numero di nucleosomi catturati nel sandwich di anticorpi e che viene determinato

tramite lettura dell’assorbanza a 405 nm.




I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono stati espressi come percentuale di apoptosi rispetto al

controllo negativo. I’analisi statistica dei dati ¢ stata effettuata con t-test di Student.

3.8 SAGGIO DI MORFOGENESI IN VITRO

Saggi 7n vitro hanno evidenziato che le cellule endoteliali sono in grado di aggregarsi per formare delle
strutture simil-capillari mimando il processo di formazione dei capillari che si verifica 7z vivo (Folkman ez
al., 1980; Maciag ef al., 1982; Madyti ez al., 1983; Montesano e¢f al., 1983).

In alcuni studi ¢ stato dimostrato che le HUVEC possono essere indotte a differenziare e a formare
strutture tubulari dopo un periodo di 4-6 settimane se piastrate in assenza di agenti mitogeni (Maciag e/
al., 1982). Tuttavia, questo evento puo essere accelerato seminando le cellule su superfici condizionate
con componenti proteiche della matrice extracellulare. In particolare, sostanze come la laminina o il
collagene, oltre a promuovere l'adesione cellulare, sembrano stimolare anche la crescita, il
differenziamento e la migrazione delle cellule endoteliali (Grant e a/., 1981; Hay ez al., 1981; Kleinman ez
al., 1985). Sulla base di queste considerazioni ¢ stato utilizzato, per il condizionamento delle piastre, il
Matrigel, un estratto di lamina basale del sarcoma murino di Engelbreth-Holm-Swarm, ricco in proteine
del’ECM, quali: la laminina e il collagene IV stessi, Pentactina, gli HSGP e fattori di crescita come
TGF-2, FGF-2, IGF-1 e IGF-2. Nella sperimentazione ¢ stata utilizzata anche una variante di questo
prodotto, il Marrigel Growth Factor Reduced (GFR) Basement Membrane Matrix (BD), caratterizzata da un minore contenuto di
fattori di crescita e piu adatta ad evidenziare possibili effetti di stimolazione. Il Matrigel a temperatura
ambiente producendo una matrice biologicamente attiva simile a quella presente nei tessuti di
mammifero. Si ¢ dimostrato efficace nel promuovere i processi di adesione e differenziamento sia di
cellule normali che trasformate, e fornisce un substrato ideale per studi di angiogenesi.

Ciascun pozzetto di una piastra da 24 pozzetti ¢ stato condizionato con 50 pl di Matrigel normale o
ridotto dei fattori di crescita, precedentemente scongelato overnight a 4°C in ghiaccio, con l'accortezza di
utilizzare materiale (puntali, pipette, piastre) pre-raffreddato in freezer e che il supporto di plastica per
la coltura cellulare rimanesse in ghiaccio durante tutta la procedura, per mantenere il prodotto allo stato
liquido. La piastra ¢ stata quindi incubata a 37°C per almeno un’ora per indurre la gelificazione della
matrice glicoproteica. Nei pozzetti condizionati sono state seminate 4x10* cellule/cm® in 1 ml di
terreno MV, base contenente I'1% di FCS e i peptidi da testare. A distanza di 18 h dall'inizio
dell'incubazione a 37°C, dopo un lavaggio con PBS, le cellule sono state fissate con una soluzione
(Iml/pz) al 2% di glutaraldeide in tampone sodio cacodilato 0.1 M (Albini es al, 2004). Per ogni
pozzetto sono stati fotografati 5 campi, seguendo uno schema a croce. Le immagini cosi ottenute sono

state analizzate grazie allimpiego di un software misurando sia parametri dimensionali, come la



percentuale dell’area coperta dalle cellule e la lunghezza totale della rete formata dalle HUVEC per ogni
campo, sia parametri topologici, quali il numero di maglie e di punti di ramificazione per campo.
I risultati, media di 3 esperimenti, sono stati espressi come percentuali, attribuendo il valore di 100 alle

colture di controllo non trattate. I.’analisi statistica ¢ stata effettuata con il t-test di Student.

Sostanza Concentrazione testata
TYB4n 0.1 uM, 1.3 uM, 66 uM
Derivati della T34 TYR4-1 0.1 uM, 1.3 pM, 66 pM
TYB4-c 0.1 uM, 1.3 uM, 66 uM
SDF-1aT 5 M, 10 nM, 100 nM
SDF-1BT 5 M, 10 nM, 100 nM
SDF-1BT Nal70 5 M, 10 nM, 100 nM
P
Derivati dell'SDE-1 - o m e Nie72 5aM, 10 nM, 100 nM
SDF-1BT DPhe70/Nle72 5nM, 10 nM, 100 nM
SDF-18 NC 5 M, 10 nM, 100 nM
Met-SDF-18 NC 5nM, 10 nM, 100 nM
RGD 0.025 mM, 0.1 mM
GRGDSPK 0.025 mM, 0.1 mM
Motivi diadesione |- ~p=ep) 1 0.025 mM, 0.1 mM
MAPRGDSP) 0.01 mM, 025 mM
HVP 0.025 mM, 0.1 mM

Tabella 3.6. Peptidi impiegati nel saggio di morfogenesi in vitro e relative concentrazioni usate in soluzione.

3.9 INIBITORI DELLE VIE DI SEGNALE INTRACELLULARE




Le varie fasi che caratterizzano l'angiogenesi, quali proliferazione, adesione e migrazione, possono
essere stimolate da vari tipi di fattori, ognuno dei quali agisce a livello cellulare attivando una o piu
cascate intracellulare caratterizzate da una sequenza di eventi catalizzati da sistemi multi-enzimatici e
mediati da piccole molecole segnale presenti nel citosol.

L’impiego di inibitori delle varie molecole attive nei pathway di trasduzione del segnale si ¢ dimostrato
un promettente metodo per 'identificazione dei substrati fisiologici di molti enzimi, ha permesso di
chiarire il ruolo delle cascate del segnale in precisi fenomeni biologici e favorisce lo studio dei
meccanismi molecolari tramite cui fattori di crescita, citochine, ormoni e sostanze esogene esplicano la

loro azione a livello cellulare.
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Figura 3.3. Cascate del segnale attivate durante il processo angiogenico.

Con il fine di individuare le specifiche vie di segnale attivate dai peptidi che hanno comportato una

aumento della vitalita e dei fenomeni morfogenici, sono stati utilizzati i seguenti inibitori:



1.

1v.

V1.

PD98059  (2-(2-Ammino-3-metossifenil)-4H-1-benzopiran-4-one; ~ Sigma):  inibitore
permeabile alle membrane cellulari, selettivo per la cascata MAPK/ERK-1/MEK, in
particolare blocca lattivazione della Mitogen-activated protein kinase kinase 1 (MKK-1)
prevenendo la variazione conformazionale richiesta per Iattivazione dell’enzima stesso, e
conseguentemente sopprime lintera cascata della MAPK. L’impiego di questo inibitore
prevede un pretrattamento delle cellule con lo stesso per 60 minuti (Alessi ef al., 1995;
Dudley ez al., 1995; Pang et al., 1995; Dumont ¢f al., 1998);

LY294002 (2-(4-Morfolinil)-8-fenil-1(4H)-benzopiran-4-one; Sigma): inibitore permeabile
alle membrane cellulari specifico per PI-3K, e che non interferisce con I'azione di altre
chinasi (Vlahos ¢ al, 1994). Questo inibitore ¢ stato impiegato effettuando un
pretrattamento delle cellule con lo stesso per 45 minuti;

Wortmannin (is-(1a,6ba,9ab,11a,11bb)]-11-(Acetilossi)-1,6b,7,8,9a,10,11,11b-octaidro-1-
(metossimetil)-7,9,a,11b-dimetil-3-furo(4,3,2-de)indeno|4,5,-h]-2-benzopiran-3,6,9-trione;
Sigma): metabolita fungino inibitore selettivo di PI-3K a basse concentrazioni, mentre
aumentando la quantita di inibitore in soluzione si possono bloccare anche altre varieta di
chinasi intracellulari (Powis ef al., 1994). 1l pretrattamento delle cellule con questo inibitore ¢

stato effettuato per un tempo pari a 30 minuti;

U-73122  (1-[6-[((17B)-3-Metossiestra-1,3,5[10]-trien-17-il)ammino]esil]-1H-pirrol-2,5-dione;
Sigma): inibitore delle fosfolipasi C e A, (rispettivamente PLC e PLA,), comporta la mancata
idrolisi del fosfatidilinositolo (PPI) in inositolo-3-fosfato (IP;), secondo messaggero
intracellulare, e la diminuzione della concentrazione di Ca®* libero nel citosolo. Inoltre blocca
interazione tra la proteina G e la PLC, mentre sembra non interferire con la produzione del
cAMP (Yule and Williams, 1992). L’azione inibitoria si manifesta a seguito di un

pretrattamento delle colture endoteliali di 30 min;

Rp-cAMP (Rp-diasteroisomero del 3’,5” adenosina monofosfato ciclico; Sigma): inibitore
specifico dell’attivazione della protein chinasi cAMP-dipendente di tipo I e II mediata dal
secondo messaggero cAMP. L’interazione con le PKA intracellulari si ottiene trattando le

cellule endoteliali per 20 min (Rothermel ez a/, 1984);

Ro  31-8220 (sale di  2-{1-[3-(Amidinotio)propil]-1H-indol-3-il}-3-(1-metilindol-3-
yl)maleimmide metansulfonato; Sigma): molecola in grado di agire su piu bersagli, con
selettivita dipendente dalla concentrazione utilizzata. Inibisce a bassi dosaggi (1 uM) la protein
chinasi C (PKC), e a concentrazioni superiori blocca lattivita del recettore chinasico tipo 5

accoppiato a proteine-G (GPK-5) e la MAP kinase-activated protein kinase (MAPKAP chinasi)-



Theta (Rsk-2) and p70 S6 kinase (Alessi, 1997). 1l trattamento con [Iinibitore richiede

un’incubazione di 45 min.
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Figura 3.4. Struttura degli inibitori delle vie di segnale.
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3.9.1 Saggio di vitalita con inibitori

Il saggio di vitalita cellulare ¢ stato effettuato come descritto nel punto precedente. In alcuni
esperimenti le colture sono state trattate con i soli inibitori a varie concentrazioni per stabilire la

concentrazione non tossica, da impiegare nei successivi saggi coi peptidi.

Sostanza Concentrazione testata Tempo di incubazione
PD98059 5 uM, 10 pM, 20 uM 60 min
LY294002 5uM, 10 uM, 50 uM 45 min
Wortmannin 0.025 uM, 0.5 pM, 5 pM 30 min
U-73122 1 uM, 5 uM, 10 uM 30 min
Ro 31-8220 1uM, 3 uM, 5 pM 45 min
Rp-cAMP 10 pM, 50 pM, 100 uM 20 min

Tabella 3.7. Inibitori delle vie di segnale impiegati nel saggio di vitalita cellulare, relative concentrazioni usate in
soluzione e tempi di incubazione delle colture.

Le colture dopo 24 h dalla semina, sono state trattate con 5 uM PD98059, 5 uM LY294002, 0.025 uM
Wortmannin, 1 pM U-73122, 1 uM Ro 31-8220 e 50 uM Rp-cAMP, per periodo variabile da 15 a 60
min in base al tipo di sostanza utilizzata (tabella 3.6). Al termine del pretrattamento, eliminato
Iinibitore, le HUVEC sono state incubate con i peptidi SDF-10T (5 nM) o SDF-1BT (5nM e 10 nM),0
il solo terreno base (controllo). Trascorse 20 h nei pozzetti ¢ stato aggiunto il sale di tetrazolo MTS; e si
¢ lasciato la piastra a 37°C per altre 4 h, come precedentemente descritto nel punto 3.2.

I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono espressi come percentuale rispetto alle colture di
controllo o a quelle trattate con solo 'inibitore. I.’analisi statistica dei dati ¢ stata effettuata impiegando

il t-test di Student

3.10 SAGGIO IN VIVO SU MEMBRANA CORIOALLANTOIDEA
(CAM TEST)

La membrana corioallantoidea ¢ una struttura extrauterina altamente vascolarizzata che delimita
internamente il guscio delle uova di uccelli e rettili, mentre in molti mammiferi ¢ identificabile con la
placenta. Si forma dalla fusione tra la membrana allantoidea e il corion dopo quattro giorni

dall’avvenuta fertilizzazione dell'uovo. Mentre I'allantoide ¢ una componente extraembrionale di




derivazione mesodermica, in cui gia a partire dal terzo giorno inizia a prendere forma una rete vascolare
primitiva, il corion ¢ invece un epitelio di origine ectodermica (Romanoff ,1960)

II primo abozzo vascolare continua a proliferare e a differenziare fino ad originare un sistema capillare
arteriovenoso che dall’allantoide si estende fino alla zona subito al di sotto del corion, e in questo modo
media gli scambi gassosi con I'ambiente esterno. Il rapido sviluppo capillare cessa al giorno 11°; con
arresto e decremento della proliferazione delle cellule endoteliali, per lasciar posto a fenomeni di

maturazione e arrangiamento dell’apparato vascolare, che terminano poco prima (18°giorno) della schiusa

dell’'uvovo (Ausprunk ez al., 1974).

11 test ¢ stato condotto presso il laboratorio del Prof. Ribatti, Facolta di Anatomia Umana, Istologia ed

Embriologia; Dip. Di Scienze Biomediche ed Oncologia Umana, dell’'Universita di Bari.

Uova di pollo White 1.eghorn, fertilizzate secondo il metodo Hamburger e Hamilton (Hamburger and
Hamilton, 1951) sono state poste in incubatore a 37°C in atmosfera umidificata. Dopo 3 giorni con una
siringa senza ago, a livello dell’estremita pit appuntita dell’'uovo, si ¢ aspirato un volume di 2-3 mL di
albume, in modo da favorire il distacco della membrana corioallantoidea dal guscio. Una porzione di
quest’'ultimo ¢ stata rimossa con l'aiuto di forbici a creare un’apertura da cui fosse visibile la CAM. La
finestra ¢ stata poi chiusa con un vetrino e il tutto ¢ stato riposto nuovamente in incubatore. AlI’'8° giorno,
sulla superficie esposta della membrana, sono state impiantate delle spugne sterili di gelatina di circa

Imm’, con adsorbite le sostanza da testare, disciolte in 1 I di PBS (Ribatti ez a/,, 2006).

Sostanza Concentrazione testata
TYB4-n 50 uM
Derivati della T34 TYB4-1 50 uM
TYB4-c 50 pM
SDF-12T 10 mM
Derivati del’SDF-1
SDF-18T 10 mM
SDF-18 NC 10 mM
Motivi di adesione RGD 1 mM
(GRGDSP),K 1 mM




HVP 1 mM

Citochina pro- FGF-2 200 ng/embrione

angiogenica

Tabella 3.8. Peptidi e fattori pro-angiogenici impiegati nel saggio di morfogenesi in vivo e relative concentrazioni.




4. PEPTIDI PRO-ANGIOGENICI

TIMOSINA g4

Le Timosine costituiscono una famiglia di piccoli polipeptidi coinvolta principalmente nella
maturazione delle cellule T e delle plasmacellule in linfociti B. Furono identificate per la prima volta nel
1966 da AL Goldstein and A White (Goldstein ¢ al, 1966), e suddivise in tre gruppi a seconda del loro
punto isoelettrico: alfa, beta e gamma-timosine.

La componente citoscheletrica di actina risulta essenziale per il corretto funzionamento dei
fondamentali processi eucariotici, come il mantenimento della forma cellulare, Porganizzazione dei
componenti citoplasmatici, il movimento e la divisione cellulare. All'interno delle cellule I'actina ¢
presente in due forme, monomerica e polimerica, in costante equilibrio dinamico, grazie all’azione di
proteine leganti I'actina (ABP) che regolano la transizione monomero-polimero interagendo con una
delle due strutture. I membri del gruppo delle timosine-3 sono i principali regolatori dello stato
monomerico dell’actina (G-actina): permettono il mantenimento del poo/ citoplasmatico richiesto per
I'allungamento dei filamenti e rendono conto dei flussi dei monomeri tra la componente legata alle
stesse ABP e immobilizzata come F-actina. Il membro piu abbondante di tale famiglia dalla sequenza
altamente conservata, ¢ la timosina-B4 (Dedova ez al., 2006). Questa proteina ¢ considerata la principale
ABP nelle cellule di mammifero, lega ad alta affinita actina-Mg-ATP (Carlier e al., 1993), in rapporto
stechiometrico 1:1 (Lodish e a/., 2000). T34 & presente nei tessuti e nelle cellule circolanti, ma ¢ assente
nei globuli rossi (Huff e# al., 2001); a livello cellulare ¢ localizzata sia nel citosol che nel nucleo (Huff ez
al., 2004). 1l livello d’espressione varia in funzione del ciclo cellulare, aumentando in corrispondenza
della transizione G,/G, e durante la fase S (Schobitz e al., 1991). Sebbene non presenti una sequenza
segnale di secrezione, in caso di fenomeni coagulativi o angiogenici, la concentrazione sierica e tessutale
a livello locale aumenta. Questa forma extracellulare si pensa contribuisca alle funzioni biologiche (Huff
et al., 2002) tramite un meccanismo mediato da un recettore, ancora incognito, presente a livello della
membrana cellulare, che alcuni identificano nell’actina di superficie.

Studi NMR in soluzione acquosa, hanno evidenziato come la timosina 4 si presenti notevolmente

destrutturata e flessibile; solo in seguito all’instaurarsi del binding con la molecola citoscheletrica, viene



indotto un fo/ding Q-elicoidale nei tratti ammino- e carbossi-terminale (Zarbock ez /., 1990; Domanski ez
al., 2004). Peculiarita della TB, ¢ appunto quella di assumere una determinata conformazione in seguito
all'instaurarsi di interazioni con altre proteine e questo le da la capacita di poter interagire con piu
molecole, aventi funzioni diverse e localizzate sia allinterno delle cellule che nello spazio extracellulare.
Polipeptidi aventi un simile comportamento vengono denominati “woonlighting protein” (Jetfery, 1999,
Jeffery, 2003). La sequenza primaria della timosina 34 consta di 43 residui aminoacidici altamente
conservati. Studi condotti utilizzando analoghi della proteina intera, con modificazioni puntiformi,
hanno evidenziato che sia il segmento N-terminale (1-16) in O-elica, che il motivo esapeptidico di
binding "TKKTET? sono importanti per il legame all’actina. Se vengono troncati i primi 24 residui,
infatti, l]a molecola perde la sua capacita di sequestrare i monomeri di actina. In specifico, il tratto della
molecola tra le posizioni 13 e 23 ¢ indispensabile per la formazione di interazioni sia di carattere
elettrostatico che idrofobico con la G-actina, mentre gli aminoacidi 1-7 sembrano necessari per lattivita
inibitoria verso la polimerizzazione dell’actina in presenza di tampone salino (Troys et al, 1996;
Vancompernolle e# al., 1992). I dati raccolti dal gruppo di ricerca del Dott. Philip, suggeriscono che la
molecola timica interagisca con le cellule endoteliali per attivare il processo di neovascolarizzazione,
tramite il sito centrale di binding all’actina (Philp ez al., 2003). A questo si aggiungono evidenze di un
trasporto nel nucleo della proteina. Non sembra sia presente una sequenza segnale canonica di
localizzazione nucleare, un’ipotesi ¢ rappresenta dal cluster di residui aminoacidici carichi positivamente
MKSKILKK" che patzialmente si sovrappone al motivo di binding proposto per I'actina; tuttavia recenti
indagini, sembrano escludere l'esistenza di un sistema di trasporto attivo specifico e a favore di un

meccanismo controllato di diffusione passiva (Zoubek ez a/, 2007).
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Figura 4.1. Timosine-$4. (a) Sequenza amminoacidica della proteina nativa espressa nell’'uomo e dei frammenti
peptidici prodotti dall’azione enzimatica. (b) Struttura della timosina 4 indotta dal legame con Pactina. Il tratto
centrale corrispondente al sito di binding, risulta conformazionalmente flessibile (Goldstein et al., 2005).

II ruolo biologico svolto dalla proteina nel nucleo non ¢ noto, speculazioni associano la presenza del
fattore stesso con quella di una considerevole quantita di actina e indicano una possibile azione come
fattore di trascrizione (Huff ez a/, 2004). Sebbene sia una proteina relativamente piccola, molteplici sono le
funzioni biologiche finora attribuitele. Analisi di espressione genica di cellule endoteliali seminate su
Matrigel, al fine di indurre variazioni morfologiche, hanno identificato T4 come un fattore angiogenico
(Malinda e al., 1997). Infatti sembrerebbe promuovere la migrazione di cellule endoteliali, la formazione
di strutture tubolari e Pattivita angiogenica, sia # vitro che in vivo (Malinda ez al., 1997; Malinda et al., 1999).
Nel trattamento delle ferite a livello del derma, a seguito di somministrazioni sia topiche che sistemiche
del polipeptide, ¢ stata osservata, in diversi modelli animali, una piu rapida cicatrizzazione, imputabile ai
vati eventl indott da T4 (Malinda e¢f al, 1999). Nella rimarginazione delle ferite, 'angiogenesi infatti
riveste un ruolo critico: localmente nuovi vast risultano necessari per rifornire di nutrienti e di ossigeno le
cellule coinvolte nella riparazione, per rimuovere metabolici tossici e frammenti di cellule morte, in modo
da generare condizioni ottimali per la formazione di nuovo tessuto. A questo si aggiunge la richiesta di un
movimento direzionale di cellule nell’area lesa, al fine di operare le funzioni riparative. Cheratinociti e
cellule endoteliali, come evidenziato da saggi i vitro e in vivo (Malinda ez al, 1997), verrebbero richiamate

dalla proteina timica.
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Figura 4.2. Proprieta biologiche della timosina-84 e dei derivati prodotti dall’azione enzimatica sulla
proteina(Goldstein et al, 2005).

Gia a concentrazioni nanomolari la molecola si ¢ dimostrata un potente chemoattrattore, e un fattore
stimolante la secrezione di metallo-proteasi, la cui attivita permette alle cellule di svincolarsi dalle
interazioni con le altre cellule e la matrice extracellulare e di poter migrare (Malinda e a/, 1999;
Kountrafouri ¢ al, 2001). Il rimodellamento tessutale comporta solitamente la presenza di una
componente inflammatoria che puo rallentare, se non precludere, la cicatrizzazione. Studi sullo shock
settico e sui danni alla cornea, nei quali ¢ stato operato un trattamento con T4 hanno documentato
invece la riduzione sia dell'infiltrato cellulare che una sotto-regolazione di chemochine e citochine pro-
inflammatorie (Sosne e al., 2002), indicando che la somministrazione di dosi farmacologiche in ultima
analisi ridurrebbe l'alto rischio di mortalita associato a infezioni gravi (Huff ez al, 2002), grazie ad
un’azione sia anti-inflammatoria che anti-microbica.

Attualmente la proteina ¢ entrata in #7a/ clinici di fase I, per le ferite cutanee croniche (Huff ¢ a/., 2002),
tuttavia ottenimento di nuove informazioni sulle proprieta fisiologiche della timosina 4 aprono la
strada ad ulteriori strategie terapeutiche per la cura, ad esempio di tumori metastatici e dei danni

associati a condizioni ischemiche generate da infarti acuti al miocardio (AMI) (Crockford, 2007).

Viste le molteplici attivita della timosina 384, e le potenziali applicazioni nell’ambito della chirurgia

rigenerativa e del Zssue-engineering, uno degli obiettivi del presente lavoro ¢ stata la valutazione dell’attivita



di frammenti della T84. Sulla base delle considerazioni fatte in precedenza riguardo a correlazioni tra la
sequenza primaria e lattivita biologica, sono state progettate e sintetizzate tre sequenze peptidiche
riproducenti:
= la sequenza naturale N-terminale, TYP4n, prodotta nell’organismo dall’azione di
endoproteasi e contenete il motivo putativo di localizzazione nucleare e la sequenza a cui si
deve la capacita anti-inflammatoria;
= il tratto centrale, TY[4i;
= la sequenza carbossiterminale, TY B4c.

Ognuno di questi peptidi contiene il motivo centrale di binding per I'actina.

PEPTIDE SEQUENZA
TYR4-n Ac-'SDKPDMAEIEKFDKSKLKKTETQEKN*-NH,
TYR4- 'SKLKKTETQE"-NH,
TYR4-c "LKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES”-NH,

Tabella 4.1. Sequenze dei peptidi derivati dalla timosina-4.

L’indagine sui tre motivi amminoacidici si ¢ articolata da un lato in studi di caratterizzazione strutturale,
dall’altro sono stati valutati sia 7z vitro che in vivo gli effetti angiogenici esercitati su colture di cellule

endoteliali, HUVEC, e sulla membrana corioallantoidea (CAM).

4.1 RISULTATI

411 Sintesi

Tutti e tre i peptidi riportati per la proteina timosina-34 sono stati prodotti presso il laboratorio del Prof.
Di Bello dell’'Universita di Padova, Dip. di Processi Chimici dell’Ingegneria, impiegando le metodologie di
sintesi su fase solida, e utilizzando un sintetizzatore peptidico automatizzato (Applied Biosystems Mod.
431 A), via chimica Fmoc. Per ottenere peptidi ammido-terminali, come supporto solido per la sintesi, si ¢
utilizzata la resina Rink Amide MBHA (0.66 mmol/g). In conformita ad una strategia di protezione
ortogonale delle catene laterali rispetto al gruppo protettore O-amminico della catena principale, sono stati
impiegati 1 seguenti gruppi protettori: tBu (Ser e Thr), Boc (Lys), OtBu (Asp e Glu) e Trt (Gln e Asn).

La funzionalizzazione della resina ¢ stata condotta in doppio coupling, via anidride simmetrica usando
come agente condensante impiegando una miscela di reazione 0.45 M HBTU/HOBt in DMF e 0.32 mL

di DIEA (chimica FastMoc). La resa di reazione ¢ stata determinata tramite quantificazione




spettrofotometrica a 301 nm, del derivato solubile N-(9-fluorenilmetil)-piperidina, e per tutti i campioni

ha dato un valore pari, se non superiore al 97%.

Sulla base dei dati di predizione statistica sul grado di difficolta della sintesi delle sequenze (Figura 4.3)

sono state progettate le seguenti strategie di sintesi:

1.

TYR4n: i primi sei residui (K*—T") sono stati condensati impostando copling singoli; i
successivi (K'"—8') sono stati addizionati con doppi wupling e dalla posizione K', la
reazione di deprotezione del gruppo Fmoc, solitamente ottenuta per trattamento del
peptide in crescita su resina con una soluzione al 20% piperidina in NMP per 3 min, ¢
stata prolungata di 15 min (Schema 4.1);

TYR4i: i primi quattro aminoacidi della catena in crescita (Q—T°) sono stati aggiunti
tramite un coupling singolo, mentre le rimanenti 5 inserzioni hanno previsto 'impostazione

di conpling doppi (Schema 4.2);
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Figura 4.3: predizioni statistiche sulla tendenza delle sequenze peptidiche (a) TYB4n, (b) TYR4i e (c) TYR4, ad
aggregare durante accrescimento della catena amminoacidica. L’individuazione di potenziali “difficult sequences”
¢ stata effettuata tramite il sofiware Peptide Companion. Questo programma sulla base delle regole stabilite da
Krchnak e collaboratori (1993) assegna dei valori ai singoli residui, per indicare la probabilita che insorgano

problemi durante sintesi. Maggiore ¢ la difficolta, potenziale, di un coupling, piu il valore risulta > 1.1.



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA TYB4n!

Resina Rink Amide MBHA 0.66 mmol/g (474 mg; 0.321 mmoli)

Funzionalizzazione resina l 2 mmoli Fmoc-Asn(Trt)-OH
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF
0.32 mI. DMAP

Fmoc-Asn(Trt)-Resin 0.49 mmol/g (tesa teazione 97.6%)
(510 mg; 0.25 mmoli)

Capping, 1M DCC/NMP; 0.1 eq DMAP 2 mmoli Anidride Benzoica
Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:

Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH,
0.32 mLL. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Gln(Trt)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,

Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH

Fmoc-TETQEKN-Resin

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In succesione:
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
0.32 mLL. DMAP, 2 mmoli aa in NMP Fmoc-Leu-OH

Fmoc-LKIKTETQEKN-Resin

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:

Sblocco Fmoc, 20% piperidina in NMP, 18 min Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
0.32 mLL. DMAP, 2 mmoli aa in NMP Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,

Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Met-OH, Fmoc(Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH

Sblocco Fmoc, 20% piperidina in NMP, 18 min
H-SDKPDMAEIEKFDKSKLKKTETQEKN-Resin (2.1 g)
Acetilazione, 10% Anidride Acetica in NMP l Impiegati 1.56 g peptide su resina
SDKPDMAFIEKFDKSKLKKTETOQEKN-Resin (1.61 g)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in l Impiegati 1.18 g peptide su resina
94.5% TFA. 2.5 % TES. 2.5% H,O. 1% EDT

-SDKPDMAEIEKFDKSKLKKTETQEKN-NH, (795.06 mg)

!Schema 4.1. Sintesi TYB4. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in particolare 1D =

Asp(OtBu), E = Glu(OtBu), I = Lys(Boc), N = Asn(Trt), O = Gln(Trt), S = Ser(tBu), T = Thr(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA TY 341’

Resina Rink Amide MBHA 0.66 mmol/g (475 mg; 0.313 mmoli)

Funzionalizzazione resina 2 mmoli Fmoc-Glu(OtBu)-OH
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF
0.32 mL. DMAP
Fmoc-Glu(OtBu)-Resin 0.61 mmol/g (resa reazione 88.2%)
(407 mg; 0.25 mmoli)

Capping, 1M DCC/NMP; 0.1 eq DMAP 2 mmoli Anidride Benzoica

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:

Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Gln(T'rt)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
0.32 mL. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,

Fmoc-TETQE-Resin

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
0.32 mIL. DMAP, 2 mmoli aa in NMP Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,

Fmoc-Ser(tBu)-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP

H-SKLKKTETQFE —Resin (1.05 g)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
95% TFA, 2.5 % TES, 2.5% H,O l

H-SKLKKTETQE -NH, (320.26 mg)

1 Schema 4.2. Sintesi TYB4i. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in particolare I =

Glu(OtBu), T = Lys(Boc), O = Gln(Trt), S = Ser(tBu), T' = Thr(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA TYB4c®

Resina Rink Amide MBHA 0.66 mmol/g (473 mg; 0.321 mmoli)

Funzionalizzazione resina 2 mmoli Fmoc-Ser(tBu)-OH
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF l
0.32 mI. DMAP

Fmoc-Ser(tBu)-Resin 0.468 mmol/g (resa reazione 74.7%)
(500 mg; 0.235 mmoli)

Capping, 1M DCC/NMP; 0.1 eq DMAP 2 mmoli Anidride Benzoica

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:

Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH

0.32 mI. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gln(T'rt)-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,

v Fmoc-Gln(Trt)-OH

Fmoc-QEKQAGES-Resin

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 18 min In successione:
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ile-OH,
0.32 mIL. DMAP, 2 mmoli aa in NMP Fmoc-Tht(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH

Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Glu(OtBu),
Fmoc-Gln(Trt)-OH, Fmoc-Thr(Boc)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu), Fmoc-Thr(Boc)-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Leu-OH

Sblocco Fmoc, 20% piperidina in NMP, 18 min ¥

H-LKKTETOEKNPLPSKE[TTEOQEKOQAGES-Resin (1.36 g)

\4
Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in Impiegati 1.18 g peptide su resina

94.5% TFA, 2.5 % TES, 2.5% H,0O, 1% EDT

H-LKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES-NH, (663.81 mg)

1il. TYB4c: linserimento dei residui E**—Q™ ¢ stato condotto in singolo coupling a differenza

. .. . . 19 1 . . . . . < .
dei successivi residui E”—L", per i quali la reazione di condensazione ¢ stata ripetuta due

1 Schema 4.3. Sintesi TYB4c. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in particolare 1D =

Asp(OtBu), F = Glu(OtBu), I = Lys(Boc), N = Asn(Trt), O = Gln(Trt), S = Ser(tBu), T = Thr(tBu).



volte. Per ogni ciclo ¢ stato prolungato il tempo di deprotezione del terminale amminico
di 15 min (Schema 4.3).
Al termine della sintesi, il solo peptide su resina TYB4n ¢ stato acetilato al sito N-terminale per reazione
con anidride acetica (soluzione al 10% in NMP, per 10 min). Successivamente le catene aminoacidiche
sono state sbloccate dal supporto solido con contemporanea deprotezione dei gruppi protettori in catena
laterale.

11 profilo cromatografico dei peptidi grezzi ¢ riportato nelle figure 4.4-4.6.
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Figura 4.4. Cromatografia analitica del peptide TYB4n grezzo, condotta impiegando una colonna analitica Luna
Cis (5 pm, 300 A, 4.6x250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CN;j gradiente, dal 0% al 60% di B in 60 min; detector, 214 nm.
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Figura 4.5. Cromatografia analitica del peptide TYP4i grezzo, condotta impiegando una colonna analitica Luna
Cis (5 pm, 300 A, 4.6%x250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 0% al 60% di B in 60 min; detector, 214 nm.
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Figura 4.6. Corsa cromatografica analitica del campione TY4c, in seguito al passaggio in colonna analitica Luna
Cis (5 pm, 300 A, 4.6%x250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CNj gradiente, dal 0% al 70% di B in 70 min; detector, 214 nm.






4.1.2 Purificazione

I prodotti grezzi sono stati purificati tramite cromatografia RP-HPLC (HPLC Waters G600E;

autocampionatore modello  717; rivelatore UV/VIS modello 490E), utilizzando colonne

semipreparative nelle seguenti condizioni:

L

1.

1.

TYB4n: colonna Delta Pak C, (15 pm, 100 A, 7.8 mmx300 mm; Waters), flusso, 4
mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente,
dal 10% al 25% di B in 60 min, 10 min al 10% B; detector, 214 nm,;

TYB4i: colonna Nova-Pak HR C,4 (6 um, 60 A, 7.8 mmx300 mm; Waters), flusso, 4
ml./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN; gradiente,
10 min al 100% A, da 0% al 10% di B in 30 min; detector, 214 nm;

TYB4c: colonna Delta Pak Cyq (15 um, 100 A, 7.8 mmx300 mm; Waters), flusso, 4
ml./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN; gradiente,
10 min al 5% B, dal 5% al 10% di B in 15 min, dal 10% al 20% di B in 40 min; detector,
214 nm.

4.1.3 Caratterizzazione

L’omogeneita delle frazioni raccolte durante la purificazione dei campioni, sono state valutate usando la

cromatografia analitica in fase inversa, impostando per ogni sequenza le condizioni riportate qui di

seguito:

L

1i.

TYB4n: colonna, Luna C;; (5 pm, 300 A, 4.6%250 mm; Phenomenex); flusso, 1
mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente,
dal 16% al 28% di B in 24 min; detector, 214 nm. Dall’integrazione dei profili
cromatografici (software Millenium 2010, Waters) si ¢ verificato il livello di purezza
raggiunto, pari al 99.26% (Figura 4.7);

TYB4i: colonna, Luna C4 (5 pm, 300 A, 4.6%250 mm; Phenomenex); flusso, 1 mL./min;
eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente, dal 4% al
14% di B in 20 min; detector, 214 nm. Il grado di purezza raggiunto per il prodotto,
valutato integrando il profilo cromatografico, ¢ stato stimato pari al 99.6% (Figura 4.8);
TYB4c: colonna, Luna C;3 (5 pum, 300 A, 4.6x250 mm; Phenomenex); flusso, 1
ml./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN; gradiente,
dal 12% al 22% di B in 20 min; detector, 214 nm. Il grado di purezza raggiunto per il
peptide TYB4i, valutato mediante integrazione dei profili cromatografici, ¢ pari al 98.8%

(Figura 4.9).
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Figura 4.7. Cromatogramma del peptide TYP4n putificato, ottenuta nelle seguenti condizioni: colonna Luna Cis (5
pm, 300 A, 4.6x250 mm), flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN;
gradiente, dal 16% al 28% di B in 24 min; detector, 214 nm.
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Figura 4.8. Cromatografia analitica del peptide TYP4i purificato ottenuta nelle seguenti condizioni: colonna Luna
Cis (5 wm, 300 A, 4.6X250 mm); flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H;O; eluente B, 0.05% TFA in
CH;CN; gradiente, dal 4% al 14% di B in 20 min; detector, 214 nm.
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Figura 4.9. Cromatografia analitica del peptide TYP4c purificato ottenuta nelle seguenti condizioni: colonna Luna
Cis (5 pm, 300 A, 4.6%250 mm); flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN;
gradiente, dal 12% al 22% di B in 20 min; detector, 214 nm.

L’identita dei prodotti sintetizzati, riproducenti i frammenti della proteina TB4 e di alcuni prodotti
secondari, ¢ stata confermata utilizzando uno spettrometro di massa a tempo volo con sorgente
elettrospray (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente H,O/CH,CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)).
L’analisi condotta sui grezzi e sulle frazioni raccolte durante purificazione, ha dato i seguenti risultati:

1. TYR4n: [Massa teorica = 3109.53 Da], nello spettro del grezzo (Figure 4.10-4.11) erano
presenti piu specie molecolari, il picco cromatografico eluito a t, = 29.2 min (Figura 4.4)
con massa sperimentale = 3109.62 corrispondeva al prodotto atteso, mentre gli altri
erano attribuibili a possibili sequenze delete per almeno un residuo. I principali prodotti

secondati rintracciati erano:

(M"+5H")/5 = 593.32, Massa spetimentale = 2961.60 Da, AMW = -147.93;
(M"+5H")/5 = 597.31, Massa spetimentale = 2981.55 Da, AMW = -127.98;
(M"+5H")/5 = 608.38, Massa sperimentale = 3036.9 Da, AMW = -69.68;

(M +4H") /4 = 749.68, Massa sperimentale = 2994.72 Da, AMW = -114.81.

(AMW: di scostamento dalla massa teorica del prodotto d’interesse, Massa sperimentale
del picco — Massa teorica).

Le differenze in peso molecolare erano riconducibili a peptidi privi degli amminoacidi
Phe* (MW = 147.78 Da) e Ala’ (MW = 71.08 Da) o incompleti per un residuo di Lys
(MW = 128.18 Da) o di Asp (MW = 115.089 Da).
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Figura 4.10. (a) Spettro di massa del campione grezzo TYP4n, ottenuto impiegando uno spettrometro di massa a
tempo di volo con sorgente elettrospray (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente H;O/CH3CN/HCOH
(50:50:1;v:v:v)). (b) Ingrandimento di una porzione dello spettro. La freccia rossa evidenzia lo ione molecolare

cotrispondente al prodotto TY[B4n, mentre le frecce nete indicano i picchi relativi alle sequenze delete.
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Figura 4.11. (a) Spettro di massa del campione putificato TYB4n, ottenuto impiegando uno spettrometro di massa a
tempo di volo con sorgente elettrospray (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente H;O/CH3CN/HCOH
(50:50:1;v:v:v)), [Massa teorica = 3109.53 Da, valore sperimentale = 3109.62 Da]. (b) Deconvoluzione dello spettro.



1. TYR4i: [Massa teorica = 1190.37 Dal, in figura 3 sono evidenti quattro diversi picchi
cromatografici, dall’analisi di massa (Figure 4.12-4.13), eseguita su campioni di ciascun
picco, ¢ stato possibile associare le seguenti masse sperimentali:

- frazione a t; = 18.0 min, (M"+3H")/3 = 368.56, Massa sperimentale = 1103.67 Da,
AMW = -87.04;

- frazione a t; = 18.4 min, M"+3H")/3 = 397.56, Massa sperimentale = 1190.71 Da;

- frazione a t; = 34.4 min, (M"+3H")/3 = 442.57, Massa sperimentale = 1326.71 Da,

AMW = 130;
- frazione a t; = 34.6 min, (M"+3H")/3 = 471.58, Massa sperimentale = 1413.82 Da,
AMW = 223.11.

In base alla sequenza, alle variazioni dei valori di massa rispetto all’atteso, e ai tempi di
eluizione nei cromatogrammi, 1 campioni sintetizzati corrisponderebbero
rispettivamente ad una sequenza priva del terminale amminico dell’ultimo residuo di
serina (MW = 87.07), al frammento centrale della T4 e dei due corrispondenti analoghi

ancora Fmoc (MW = 224.25 Da) protetti.
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Figura 4.12. a) Spettro di massa del grezzo del peptide TY[4i, ottenuto usando uno spettrometro di massa con
sorgente elettrospray interfacciata con analizzatore TOF (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente
H;O/CH3;CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)), i quattro tipi di frammenti, sono presenti come (M*+3H%)/3 e
(M++2H*)/2. b) Deconvoluzione dei picchi corrispondenti ai quattro ioni molecolari
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Figura 4.13. Spettro di massa di una frazione purificata del peptide TY[4i, ottenuto tramite analisi di spettrometria
di massa con sorgente elettrospray interfacciata con analizzatore TOF (Mariner Applied Biosystems; solvente
H,O0/CH;3;CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)), [Massa teorica = 1190.37 Da, valore sperimentale = 1189.66 Da].
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Figura 4.14. (a) Spettro di massa del peptide grezzo TYPB4c ottenuta con uno spettrometro di massa a tempo di volo
con sorgente elettrospray (Mariner Applied Biosystems; solvente H;O/CH3CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)), [Massa
teorica = 3070.43 Da, massa sperimentale = 3069.57 Da]. (b) Deconvoluzione degli ioni molecolari



1il. TYB4c: [Massa teorica = 3070.43 Dal, la sintesi ha portato ad ottenere quasi
esclusivamente il prodotto di interesse, come confermato sia dal cromatogramma del
grezzo (Figura 4.9) che dallo spettro di massa (Figura 4.14), in cui gli ioni molecolari

corrispondono a specie multicarica aventi stessa massa sperimentale, pari a 3069.59 Da.

4.1.4 Analisi di Dicroismo Circolare

Le misure di dicroismo circolare sono state ottenute con uno spettropolarimetro Jasco modello J-710. Gli

spettri sono stati registrati ed elaborati tramite il programma J-700 fornito dalla medesima ditta.

Le misure CD sono state condotte a temperatura ambiente adottando 1 seguenti parametri: velocita di
scansione: 5 nm/min, risposta: 2 sec, accumuli 2, sensitivita: 5, 10 o 20 mdeg, intervallo: 185-250 nm,
risoluzione: 0.2 nm, cammino ottico della cella: 0.1 cm e 0.05 cm.

La soluzione madre dei peptidi ¢ stata preparata sciogliendo una quantita pesata di campione in H,O
MilliQ. La concentrazione di tale soluzione ¢ stata determinata tramite analisi amminoacidica
quantitativa in seguito a idrolisi acida (HCI 6N; 24h a 110°C).

L’analisi dicroica ¢ stata condotta in H,O bidistillata, in tampone salino fosfato (137 mM NaCl, 10 mM
sodio fosfato, 2.7 mM KCI, pH 7.4), in soluzione micellare di SDS (14 mM SDS in tampone sodio
fosfato 10 mM pH 7.4), in 2,2 2-trifluoroetanolo (ITFE) e in 1,1,1,3,3,3-esafluoro-2-propanolo. La
quantita di soluzione madre nelle soluzioni finali costituiva il 2% (v/v).

Gli spettri in acqua e in tampone per tutti i peptidi presentano una banda principale negativa a circa 200
nm (Figure 4.15-4.17). Se si eseguono gli spettri in tampone salino, nel caso dei due frammenti N- e C-
terminali, 'andamento ¢ analogo al precedente, mentre nel caso del peptide TYP4i si osservava
un’intensificazione della banda negativa. In soluzione micellare TYB4n rimaneva in struttura
disordinata. Nella medesima soluzione le altre due sequenze mostravano un leggero red-shift della banda
negativa osservata in acqua, e un andamento positivo per A < 193 nm, indice di una transizione verso
popolazioni di conformeri pit oridnati.

In presenza di alcol fluorurati si assisteva ad una maggiore strutturazione dei peptidi corrispondenti ai
tratti terminali della proteina nativa, con la comparsa, in particolare per gli spettri registrati in TFE, di
una banda positiva a 193 nm e di due bande negative rispettivamente a 208 e 222 nm diagnostiche per
strutture di tipo a-elicoidale. Nell’altro solvente polare, 1,1,1,3,3,3-esafluoro-2-propanolo, c’era una
minore tendenza ad assumere uno stato piu ordinato, data la minor intensita delle bande predittive. Lo
spettro della sequenza centrale di T4 mostra ancora la banda attorno a 200 nm, mentre non c’era
alcuna rilevante differenza con gli spettri in acqua e tampone alle lunghezze d’onda di 208 e 220 nm.

Appariva comunque composta di due contributi, probabilmente attribuibili a strutture aperiodiche.
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Figura 4.15. Spettro di dicroismo circolare del comportamento del frammento N-terminale della B-timosina nei
seguenti solventi: HO MilliQ (=), in tampone salino fosfato a pH 7.4(-), in soluzione 14 mM SDS in tampone
fosfato (), in TFE () e in 1,1,1,3,3,3-esafluoro-2-propanolo (-). Lo spettro & riportato in unita di elitticitd media
pet tesiduo [0]r (deg cm?2/ dmol).
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Figura 4.16. Spettro di dictoismo circolare del comportamento del frammento interno della B-timosina nei
seguenti solventi: HO MilliQ (-),(-), in tampone salino fosfato a pH 7.4 (<), in soluzione 14 mM SDS in
tampone fosfato (-), in TFE () e in 1,1,1,3,3,3-esafluoro-2-propanolo (=). Lo spettro & riportato in unita di
elitticitd media per residuo [0]r (deg cm?/ dmol).
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Figura 4.17. Spettro di dicroismo citcolare del comportamento del frammento carbossi-terminale della 3-
timosina nei seguenti solventi: HO MilliQ (-),(-), in tampone salino fosfato a pH 7.4 (<), in soluzione 14 mM
SDS in tampone fosfato (-), in TFE () e in 1,1,1,3,3,3-esafluoro-2-propanolo (=). Lo spettro & riportato in unita
di elitticita media per residuo [O]r (deg cm?/ dmol).

4.1.5 Studi NMR in miscele TFE/acqua e analisi computazionale

L’analisi NMR ¢ stata condotta presso il laboratorio del Prof. Paolillo dell’'Universita di Napoli
“Federico 117, del Centro di Metodologie Chimico Fisiche.

I valori di risonanza protonica delle sequenze TYB4n, TYB41 e TYB4c ottenuti dall’analisi in ambiente
TFE/H,O 70:30 (v/v) a 298 K, sono stati assegnati in conformita alla procedura descritta da Wuthrich

(19806). Le tabelle 4.2-4.4 riportano i valori registrati, rispettivamente per le tre sequenze.

a.a. NH a B ' others
Ac- 2.01
Serl 7.88 4.46 3.94-3.82

Asp’ 8.26 4.81 293

Lys’ 7.96 4.64




Pro’ 4.47 2.20-1.87 1.98 3.79-3.69

Asp’ 7.93 4.79 3.05

Met’ 8.26 4.35 2.17 2.71-2.64 2.12(S-CH,)

Al 8.02 4.15 1.52

Glu* 7.69 4.15 2.26 2.57

Ile’ 7.92 3.82 2.07 1.78-1.22 1.02-0.90

Glu" 8.44 4.15 2.27 2.68-2.50

Lys" 7.95 4.06 2.02 1.54-1.87

Phe" 8.51 4.33 3.33

Asp" 9.00 4.43 3.15-2.86

Lys'" 8.59 4.11 2.04 1.52-1.75

Ser"? 8.13 4.23 4.08-3.97

Lys' 8.36 4.10 2.00 1.62-1.72

Leu" 8.11 4.16 1.84 1.52 0.96

Lys' 8.22 412 1.98 1.57

Lys" 8.08 3.99 1.66-1.42 1.84

The® 7.98 4.41 4.05 1.33

Glu® 8.55 4.17 2.25 2.66-2.51

Thr? 8.13 4.41 4.04 1.33

Gln® 8.08 4.22 2.26 2.56-2.46 CONH,
7.26-6.57

Glu* 8.17 4.26 2.19 2.65-2.55

Lys™ 7.99 4.28 1.53-1.33 1.77 1.94

Asn® 7.97 4.76 2.84 CONH,
7.45-6.63 (AsxC)

NH, 7.33-6.84

Tabella 4.2. Chemical shifts protonico (ppm) del peptide TYB4n a 298 K in TFE/H>O (70:30; v/v) con TSP come
riferimento interno.




a.a NH [ U [ others
Serl 4.13 4.01

Lys2 8.63 4.26 1.87-1.79 1.47 ;;g S
Leu3 7.86 4.27 1.59 1.59 0.91-0.87
Lys4 7.78 4.27 1.85-1.77 1.42

Lys5 8.12 4.28 1.87-1.80 1.46 ;SZ S
Thr6 7.90 4.27 1.22

Glu7 8.21 4.35 2.19-2.06 2.47

Thr8 7.90 4.27 1.22

GIn9 8.12 4.28 2.15-2.06 2.37 7.32-6.52
Glul0 8.01 4.30 2.15-2.00 2.45

Tabella 4.3. Chemical shifts protonico (ppm) del peptide TYB4i a 298 K in TFE/H,0 (70:30; v/v) con TSP come
riferimento interno.

a.a. NH o 3 v others
Leul 4.03 1.72 1.68 0.94
Lys2 8.38 4.43 1.87-1.76 1.43 1.70
Lys3 8.26 4.37 1.86-1.79 1.45 1.70
Thr4 7.87 4.37 4.31 1.22

Glu5 8.20 4.44 2.06 2.47-2.18

Thr6 7.92 4.25 4.28 1.22

Gln7 8.08 4.34 2.04 2.16-2.37

Glu8 8.06 4.34 2.02 2.16-2.47

Lys9 7.99 4.36 1.83-1.74 1.48 1.70
Asnl0 8.03 5.01 2.87-2.75

Proll 4.49 2.23-2.01 1.99 3.78-3.78
Leul2 7.84 4.58 1.71-1.54 1.68 0.94-0.94
Prol3 4.44 2.22 2.05 3.76-3.60
Serl4 8.01 4.48 4.10-3.95




Lys15 8.39 4.08 1.87-1.76 1.43 1.70
Glul6 8.17 4.16 2.09 2.49

Thrl7 7.81 4.06 4.31 1.28

Ile18 7.87 3.79 1.96 0.93 0.85
Glul9 8.14 4.07 2.29-2.18 2.54-2.41

GIn20 8.15 4.04 2.29-2.18 2.54-2.41

Glu21 8.23 4.10 2.16-2.27 2.48-2.67

Lys22 8.35 4.09 1.95-1.70 1.57-1.47 1.70
GIn23 8.08 4.14 2.03 2.16-2.47

Ala24 8.09 4.22 1.49

Gly25 8.07 3.93

Glu26 7.95 4.39 2.10 2.43-2.21

Ser27 791 4.42 3.92

Tabella 4.4. Chemical shifts protonico (ppm) del peptide TYR4c a 298 K in TFE /H,0 (70:30; v/v) con TSP come
riferimento interno.

Lo studio dei chemical shifts del backbone di una molecola, ¢ una tra le metodiche maggiormente usate per
ottenere informazioni sulla conformazione che peptidi e proteine assumono in determinate condizioni
(Wishart ez al., 1991). Come si puo osservare in figura 4.18a, che riporta le deviazioni dei chemzical shift dei
protoni legati al carbonio in «, rispetto ai valori tabulati per strutture random (A3, differenza tra i chemical
shift sperimentali e quelli teorici di molecole prive di struttura secondaria) per il peptide TYB4n, ai primi
cinque residui ($'-D°), corrispondeva una variazione in positivo del parametro calcolato, mentre in
corrispondenza del tratto M°-K", A§ diminuiva drasticamente assumendo valori negativi. Deviazioni in
positivo stanno ad indicare un arrangiamento abbastanza flessibile per le prime posizioni in N-teminale
della sequenza in esame, diversamente il verificarsi di continui movimenti di streching con valori di A3
< -0.1 ppm, suggerisce una strutturazione a-elicoidale, a livello della regione 6-19 (Wishart ez a/, 1991).

Tale ipotesi conformazionale ¢ stata confermata anche dal pattern NOE (Figura 4.19). Infatti la
presenza di molti effetti NOE di tipo NH;-NH,,,, assieme a contatti sequenziali NOE o-NH,,, e 8-
NH,,,, ¢ riconducibile ad una struttura secondaria ordinata. Inoltre effetti NOE a medio e lungo raggio
di tipo o-NH,,,, B-NH,,, e in particolare o-B,, 5, confermerebbero che il peptide, a livello del tratto M-
K", assume una conformazione ad a-elica. Dalle intensita dei contatti NOE ¢ stato ricavato un set di

circa 167 distanze interprotoniche (85 intra-residui, 57 sequenziali, e 25 a medio-lungo raggio), che sono




state utilizzate per la successiva fase di costruzione del modello molecolare tramite I’analisi matematico-
strutturale DYANA/REDAC. Le distanze sperimentali sono state utilizzate come vincoli per calcolare,

un certo numero di strutture che, compatibili con i dati sperimentali, sono collettivamente descrittive

del comportamento conformazionale in soluzione di TY[4n. In figura 4.22 ¢ riportato il folding dotato
del valore piu basso di farget function e derivato dall’ottimizzazione di 10 strutture mediante calcolo
DYANA. Come si puo vedere, la sequenza riproducente il frammento 1-26 della TP4, presentava
estremita piuttosto flessibili, mentre nella regione centrale si riconoscono quasi tre giri di elica che
impegnano Pintero tratto da A" a L'". L’RMSD (Root Mean Square Deviation, misura della distanza media
tra i backbone di strutture proteiche superimposte) esteso agli atomi di backbone per la superimposizione
di 10 strutture a livello del segmento di struttura secondaria era di 2.20 + 1.01 A”,

Dall’analisi NMR di TYB4i, non si rilevava alcuna propensione del peptide ad adottare una
conformazione ordinata in miscela TFE/H,O 70/30 a 298 K. La deviazione del chemical shift dal valore
teorico per random coil, tende infatti a valori vicini allo zero per tutti i residui. Consistentemente a tali
osservazioni ¢ stato ottenuto un pattern di effetti NOE quasi insignificante, a confermare che la
sequenza assumeva preferenzialmente un arrangiamento flessibile.

Per cio che riguarda peptide TY B4c, i risultati NMR raccolti, indicherebbero invece un coinvolgimento
dei residui C-terminali in una struttura ordinata. I valori negativi ottenuti per le deviazioni (Ad) di
chemical shift suggerirebbero anche in questo caso una conformazione elicoidale (Figura 4.18b). A partire
dalla posizione K", era presente un’alta densita di effetti NOE a lungo raggio. Un set di 136 vincoli
sperimentali ricavati dai dati NOE (56 intra-residuo, 55 sequenziali e 22 a medio e lungo raggio) ¢ stato
impiegato per i calcoli strutturali DYANA. La figura 4.23 riporta la conformazione con piu basso valore
di target function, risultato della superimposizione delle 10 migliori strutture ottenute dal calcolo
DYANA. 1 campione appariva per meta della sequenza (fino al residuo K') piuttosto flessibile, mentre

il tratto successivo (K"°-Q®) riarrangiava in una struttura ad a-elica ben definita, con un valore di

RMSD calcolato sul backbone a livello locale, pari a 1.421  0.60 A.
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Figura 4.18. Deviazioni dei chemical shift dei protoni «CH rispetto ai valori di random coil (A8-«CH, ppm) di (a)
TYP4n e (b) TYR4c in soluzione di TFE/acqua 70/30 a 298 K.
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Figura 4.19. Istogramma delle intensita dei contatti NOE lungo la catena peptidica misurati in TFE/acqua 70/30
a 298 K per TYB4n.
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Figura 4.20. Istogramma delle intensita dei contatti NOE lungo la catena peptidica di TYB4c.



Figura 4.21 Superimposizione del backbone delle miglioti 10 strutture DYANA/REDAC per la regione 8-18 di
TYR4n.

Figura 4.22. Struttura dotata del valore pit basso di target function per TYB4n.
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Figura 4.23. Supetimposizione del backbone delle migliori 10 strutture DYANA/REDAC per la regione 15-23 di
TYR4c.

Figura 4.24. Modelli molecolari di TYB4c ottenuti da analisi computazionale.



4.1.6 Effetti sulla vitalita e sulla proliferazione cellulare

Tutti 1 derivati della B-timosina, a tutte le concentrazioni testate (0.1 uM, 1.3 pM, e 66 uM), hanno
indotto una significativa (p < 0.05) diminuzione della vitalita cellulare determinata tramite test con
MTT, rispetto alle colture di controllo (Figura 4.25a). Al contrario non sono state osservate variazioni
del tasso di incorporazione dell’analogo nucleosidico BrdU all’interno del DNA, fatta eccezione per i
due frammenti N e C-terminali, alla dose piu elevata (66 uM), che hanno comportato una significativa,

seppur limitata, riduzione della proliferazione delle colture di HUVEC (Figura 4.25b).
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Figura 4.25. (a) Vitalita e (b) proliferazione di HUVEC trattate per 24 ore con peptidi derivati della B-timosina
impiegati alle concentrazioni: verde chiaro = 66 pM, verde = 1.3 pM e verde scuro = 0.1 pM. I risultati sono
espressi come percentuale rispetto al controllo, rappresentato da cellule non trattate. I dati, espressi come media
* deviazione standard, sono stati ottenuti da 3 esperimenti. * p < 0.05. t-test di Student.
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Figura 4.26. (a) Cellule DAPI-positive, (b) cellule TUNEL-positive, in colture di HUVEC trattate per 24 h con
1.3 pM TBY4i. (c) Effetti dei peptidi della B-timosina, utilizzati in concentrazione pari a 1.3 pM, sul tasso di
apoptosi di HUVEC, quantificati tramite saggio TUNEL, dopo 24h di incubazione. I risultati, media di 3
esperimenti, sono stati espressi come media * deviazione standard. t test di Student.

4.1.7 Effetti citotossici

11 trattamento per 24 h con i derivati della 8-timosina alla concentrazione di 1.3 pM, non ha comportato
alcuna alterazione del rilascio di LDH (dati non mostrati), né ha portato alcuna variazione del tasso di

apoptosi nelle colture di HUVEC (Figura 4.20).



4.1.8 Effetti sulla morfogenesi in vitro

Una volta seminate su Matrigel, le cellule endoteliali, tendevano ad allinearsi reciprocamente in modo
da formare strutture tubulari ramificate, con giunzioni multicentriche, che in un arco temporale di 18 h,
portavano alla formazione di una rete di strutture simil-capillari (Figura 4.27a). Il motivo TYB4n,
impiegato alla concentrazione di 66 pM (Figura 4.27b), comporta un incremento della densita di
strutture a maglia rispetto al campione di riferimento non trattato. L’analisi d’immagine (Figura 4.28) ha
confermato queste osservazioni. Infatti per il peptide N-terminale della 3-timosina al dosaggio di 66 uM
induceva un significativo aumento sia dei parametri dimensionali (% dell’area ricoperta dalle HUVEC e
la lunghezza totale dei contatti, per campo) che di quelli topologici (numero di magli e di punti di
ramificazione, per campo). Tale effetto era comparabile con quello ottenuto a seguito dell’incubazione
delle cellule con la citochina FGF-2 (50 ng/mlL). Concentrazioni piu basse del fattore TYB4n,
comportavano anch’esse, variazioni significative di una parte dei parametri quantificati: la lunghezza
totale e il numero delle ramificazioni a 0.1 pM, diversamente, dopo trattamento con 1.3 pM si aveva un
incremento del solo numero di maglie.

L’efficacia dimostrata dalle altre due sequenze, TYB41 e TYB4c, ¢ risultata minore, in confronto a quella
riportata per il tratto ammino-terminale, ed una modesta stimolazione differenziativa si ¢ osservata solo

a seguito dell'incubazione con la concentrazione piu alta (66 uM).

4.1.9 Effetti sull’angiogenesi in vivo

La valutazione al microscopio delle CAM trattate con i tre motivi peptidici alla concentrazione di 50
uM, hanno evidenziato, come gli impianti fossero circondati da vasi provenienti dallo strato allantoideo
con deposizione radiale tutt’attorno al patch, con caratteristico pattern “a raggi di ruota” (Figura 4.29a).
In termini quantitativi il numero medio di vasi che circondavano gli impianti era pari a 29+3 per
TYB4n; 2714 per TYB4i e 28+2 per TYB4c; e risultava statisticamente superiore (p < 0.001) rispetto a
quello registrato per il trattamento con il solo veicolo, PBS, pari a 8+2 (Figura 4.29¢). Inoltre la risposta
angiogenica indotta dai campioni in esame ¢ risultata comparabile a quella esercitata dal fattore FGF-2,
noto per stimolare eventi di neovascolarizzazione. Il valore medio dei vasi contati attorno alle spugne

trattate con la chemochina era pari a di 30£3, (p < 0.001 rispetto al controllo negativo; Figura 4.29b).



Figura 25: HUVEC coltivate su Matrigel: a) controllo; b) cellule trattate con 66 pM TYB4n; c) cellule trattate con
66 pM TYB4i; d) cellule trattate con 66 uM TYP4c; E) cellule trattate con 50 ng/mL FGF-2. Ingrandimento x50.
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Figura 4.28. Analisi quantitative degli effetti dei peptidi TYB4n, TYB4i e TYP4c sui parametric dimensionali (area
percentuale ricoperta dalle cellule (a) e lunghezza totale (b) per campo) e su quelli topologici (numero di maglie
(c) e numero dei punti di ramificazione (d) per campo) delle strutture a maglie formate dalle HUVEC seminate
su Matrigel per 18h. I dati sono espressi come percentuale rispetto alle colture di controllo non trattate e gli
istogrammi (verde chiaro = 66 pM, verde = 1.3 uM e verde scuro = 0.1 uM) corrispondono al valore della media *
deviazione standard di 4 esperimenti. * = p < 0.05. t test di Student.



Figura 4.29. Immagini al microscopio degli impianti di gelatina con adsorbiti i fattori (a) TYP4n alla
concentrazione 50 uM e (b) FGF-2 alla concentrazione 200 ng/embrione, impiantati sulla membrana
corioallantoidea di embrioni di pollo, dopo 12 giorni di incubazione. Dalle foto si pud notare un significativo
sviluppo radiale di vasi attorno alle spugne trattate, diversamente nei pacth di controllo trattati con solo veicolo
PBS (c), non ¢é rintracciabile alcuna risposta angiogenica. Ingrandimento (A-E) x50.

2. DISCUSSIONE

Negli ultimi anni, un gran numero di evidenze sperimentali hanno portato a concludere che il polipeptide
TB4, possa rappresentare un promettente agente terapeutico non solo per favorire la cicatrizzazione delle
ferite, ma anche per il trattamento di stati patologici scatenati da eventi ipossici come linfarto al
miocardio, I'ischemia cerebrale e malattie all’apparato vascolare petiferico (Goldstein ez a/., 2005). 11 tutto ¢
supportato dalla pattecipazione della B-timosina in meccanismi protettivi ¢/o di recupero di tessuti
lesionati dalla carenza di un’adeguata ossigenazione, a questo si somma il marcato effetto pro-angiogenico
esercitato sia zz vitro che in vivo (Koutrafouri et al., 2001; Huff ez @/, 2002). 1I fattore presente a livello
extracellulare, ¢ legato e internalizzato dalle cellule, probabilmente attraverso I'instaurarsi di interazioni
con l'actina esposta a livello della membrana cellulare (Philp ez 4/, 2003). L’azione angiogenica manifestata,
¢ attribuibile principalmente al motivo amminoacidico "TLKKTET?, di binding per Iactina. Sequenza che &

presente anche nei tre peptidi di sintesi utilizzati in questo lavoro di ricerca:

*  TYB4n, corrispondente al tratto amino-terminale, prodotto fisiologicamente dall’attivita di
endoproteasi, e responsabile sia della localizzazione nucleare, che di un’azione anti-

infiammatoria;
*  TYB4, riproducente il tratto centrale della proteina nativa;

*  TYB4c, frammento sovrapponibile alla porzione carbossi-terminale di T34.

La strategia di sintesi peptidica automatizzata su fase solida, con chimica Fmoc, ha permesso di ottenere

come prodotto principale per tutte e tre le sequenze progettate, il peptide di interesse.



Tuttavia per 1 campioni TYB4n e TYPB4i ¢ stata ottenuta una resa di sintesi bassa, rispettivamente del
10% e 25% circa, per la presenza nei grezzi di una percentuale non trascurabile di sequenze secondarie
indesiderate. La causa piu probabile ¢ una riduzione dell’efficienza della reazione di sblocco del gruppo
protettore N-terminale Fmoc e/o della reazione di condensazione. Queste citcostanze sono
riconducibili spesso a fenomeni di aggregazione dei peptidi in crescita sulla fase solida. Infatti sulla base
di predizioni statistiche sul grado di difficolta nella sintesi delle sequenze, che indicavano la presenza di
tratti con tendenza ad aggregare (‘MAE® e ""KILK'), sono stati aumentati i tempi di reazione per la
formazione del legame peptidico e sono stati impostati coupling doppi, in modo da la resa di reazione. La
sintesi di TYB4i ha portato ad ottenere 3 prodotti secondari: una sequenza deleta del residuo S'' e gli
analoghi Fmoc-protetti sia del campione TY 341 che del peptide troncato all’N-terminale. Nel caso della
sintesi del campione TYRB4n, si sono ottenute sequenze indesiderate in maggior numero, mancanti di
uno o piu residui, localizzati principalmente a livello delle regioni caratterizzate da una maggior
tendenza a creare interazioni intra- ed inter-catena.

Proprio a causa della complessita dei prodotti grezzi, la fase di purificazione ¢ risultata impegnativa. In
particolare per TYB4n, le impurezze sono risultate insolubili in solvente acquoso, dando precipitati o
forme di aggregazione irreversibile al variare del pH (4-10) e della polarita del solvente (soluzioni
acquose, etanolo, acetonitrile, DMS). Nonostante cio la purificazione ha fornito prodotti di omogeneita
superiore al 98%.

Studi conformazionali eseguiti sulla proteina nativa timica, indicano la tendenza ad assumere, in
soluzione acquosa a temperatura ambiente, una struttura altamente flessibile; al diminuire della
temperatura a 14°, a livello dei residui 5-16, si assiste ad una strutturazione ad a-elica. E necessatio porsi
in condizioni di temperatura vicino a 1°, per poter osservare anche nel tratto C-terminale (posizione 31-
37) una conformazione elicoidale (Czisch ez al, 1993). Questa propensione conformazionale della T84 ¢
inoltre presente in miscele di acqua e alcoli fluorurati, a temperatura ambiente (Simenel ez 4/, 2000;
Zarbock et al., 1990). Per quanto riportato in letteratura, lo studio NMR delle tre sequenze di sintesi
della B-timosina, ¢ stato condotto in miscele 70% trifluoroetanolo (TFE) in acqua. In questa soluzione,
le proprieta conformazionali dei frammenti, risultano paragonabili a quelle dei corrispondenti tratti
all'interno della proteina. II modello molecolare ottenuto mediante analisi NMR e metodi
computazionali per il peptide TYB4n (sequenza Ac-S'-N*), ha evidenziato una struttura ad a-elica che
si estende dalla posizione A" a K'*. Sebbene di ugual lunghezza rispetto a quello presente nella proteina
intera (frammento P-K'®), il tratto di struttura secondaria risulta spazialmente traslato in direzione C-
terminale, coinvolgendo nell’elica anche uno o due residui del sito di legame per P'actina ('LKKTET?).
Questo stesso motivo funzionale, all'interno dei due frammenti isolati TYB4i e TYR4c, non assume
alcuna organizzazione strutturale ordinata. Il peptide centrale adotta, nella miscela TFE/H,O usata, un

Jfolding random, simile a quello attribuito al medesimo tratto della limosina nativa. Diversamente in



TYR4c, il tratto flessibile di 14 residui ¢ seguito da una zona organizzata in a-clica e che si estende dal
residuo K" a B” (sequenza 31-37 nella proteina nativa). Questa seconda elica, nel polipeptide timico
inizia piu precisamente dal’amminoacido K occupando cosi una regione piu lunga di un residuo.
L’analisi conformazionale NMR, ha dimostrato che ogni frammento di sintesi ¢ capace di riprodurre,
ponendosi in analoghe condizioni, il fo/ding adottato dalla sequenza nativa.

Come ulteriore conferma di quanto detto, gli spettri di dicroismo circolare, hanno mostrato una struttura
disordinata sia in soluzione al 98% di alcol fluorurati che in solventi acquosi. Diversamente i due peptidi
corrispondenti ai tratti terminali, sebbene anch’essi risultino molto flessibili assumono conformazioni piu

1,1,3,3 3-esafluoro-2-

b A )

ordinate in presenza di solventi fortemente elicizzanti quali TFE e in parte 1
propanolo.

Dal punto di vista dell’attivita biologica, tutte e tre le sequenze testate hanno causato una significativa
riduzione della vitalita cellulare, mentre il solo trattamento delle colture con TYB4n e TYR4c, alla
concentrazione piu elevata (66 uM) ha influito negativamente sulla proliferazione cellulare. Questi effetti
non sembrano essere legati al verificarsi di processi apoptotici o necrotici, visto che non si ¢ osservata
alcuna variazione sia del numero di cellule TUNEL-positive che nel rilascio dell’enzima lattato
deidrogenasi (dati non mostrati), tra le HUVEC incubate per 24h con i derivati proteici e le cellule di
controllo non trattate. I’azione della molecola nativa sulla sopravvivenza cellulare sembra in gran parte
dipendere dal tipo cellulare. Infatti, ¢ stata osservata una inibizione della proliferazione cellulare in linfociti
T e in cellule endoteliali (Grant et al., 1995), mentre un’induzione in linee cellulari tumorali (Wang et al.,
2003). Bock-Marquette e collaboratori (2004), hanno inoltre osservato che TP4 esercita un effetto
protettivo sui cardiomiociti, tramite modulazione del metabolismo cellulare e¢/o delle interazioni cellula-
cellula. Un meccanismo plausibile sembra essere quello di “ibernazione”, che comporterebbe variazioni
del metabolismo e della quantita di energia spesa per le funzioni cellulari. I’espressione stessa della
proteina non ¢ costante e risulta correlata al ciclo cellulare, durante il quale si hanno aumenti dei livelli
intracellulati in corrispondenza della fase di transizione G,/G; e in quella S, di duplicazione (Schobits et
al., 1991).

I risultati sperimentali ottenuti, valutati assieme a quanto gia noto, suggerirebbero che le tre sequenze
peptidiche abbiano un’azione inibitoria sul metabolismo. II saggio MTT utilizzato in questa tesi per
valutare leffetto dei peptidi sulla vitalita cellulare fornisce informazioni sulla capacita delle cellule di
trasformare il sale di tetrazolo e quindi sul grado di attivita metabolica presente. La diminuzione nella
percentuale di cellule vitali, osservata in seguito a trattamento con i tre derivati peptidici, quindi puo essere
imputabile in realta ad alterazioni del ciclo cellulare, o ad un rallentamento delle funzioni metaboliche.
Tutti i peptidi, sebbene in misura diversa, sono stati in grado di stimolare la formazione di strutture
tubulari su Matrigel. Una maggiore attivita stimolatoria ¢ stata osservata dopo trattamento con il peptide

TYB4n, e leffetto era in parte comparabile a quello evocato da FGF-2 (alla concentrazione di 50 ng/mL).



Si puo ipotizzare che la marcata attivita di TYB4n, sia imputabile ad una piu forte interazione con I'actina,
in quanto all'interno del tratto amino-terminale considerato, sono presenti entrambi i siti di legame per
Pactina (Vancompernolle et al., 1992). Inoltre nella sequenza ¢ presente il motivo "“KSKLKK" costituito
da un cluster di residui carichi positivamente, e responsabile secondo gli studi condotti dal Dr. Huff (Huff
¢t al., 2004) della traslocazione della B-timosina nel nucleo. In questa sede, ¢ stata avanzata I'ipotesi che il
polipeptide nativo, oltre a preservare il pool nucleare di G-actina, eserciti una funzione di regolatore
dell’espressione genica. Come fattore di trascrizione, T34, attiverebbe vie di segnale coinvolte in processi
quali il differenziamento cellulare e I'angiogenesi. In conclusione, i risultati ottenuti confermano il ruolo
centrale della sequenza di legame all’actina nell'indutre 7z vitro gli effetti pro-angiogenici della proteina e
I'importanza della porzione N-terminale come modulatore positivo di tale attivita.

Ulteriori studi saranno condotti per verificare la capacita dei derivati peptidici di T84 di migliorare il

recupero delle funzioni in modelli animali di danno ipossico, come quello causato da infarto al miocardio.



5. PEPTIDI PRO-ANGIOGENICI

STROMAL DERIVED FACTOR-1

Le chemochine sono piccole citochine pro-infiammatorie coinvolte in numerose reazioni immunitarie,
quali infezioni e infiammazioni, e nella riparazione di tessuti. Questa classe di proteine ¢ conosciuta per
effetto stimolante la migrazione cellulare, non solo delle cellule coinvolte nelle risposte inflammatorie,
ma di diversi tipi cellulari, anche durante "embriogenesi. Inoltre, sembrano avere un ruolo essenziale nel

processo di metastatizzazione delle cellule tumorali.

Le chemochine possono essere divise in 4 gruppi in base alla struttura e alla sequenza primaria
aminoacidica: CXC, CC, C o CX3C (Schall ez a/, 1994; Rollins, 1997). La presenza di un motivo
strutturale di tre aminoacidi Glu-Leu-Arg (ELR) prossimale alla porzione amino-terminale ¢ stata
correlata alla capacita di stimolare 'angiogenesi da parte delle chemochine (Strieter ¢f al., 1995; Moore et
al., 1998). Tuttavia, nonostante la classe CXC non presenti questo motivo aminoacidico, una
chemochina appartenente a questo gruppo, detta Stromal-Derived Factor-1 (SDF-1), ha mostrato una
potente azione chemoattrattiva per cellule endoteliali che ne esprimono il recettore e un
coinvolgimento in eventi angiogenici indotti da VEGF e bFGF (Salcedo ez 4/, 1999). SDF-1
rappresenta un’eccezione anche nel caso del recettore, denominato CXCR4, dato che esiste una
correlazione univoca nel binding tra 1 due. Le altre chemochine, invece, possono interagire con diversi
recettori e lo stesso recettore puo legare piu di un tipo di chemochina (recettori promiscui) (Horuk,
2001). 1II recettore, a sette domini transmembrana, ¢ espresso quasi ubiquitariamente nell’organismo, e
sulle cellule endoteliali subisce una sovra-regolazione da parte di fattori di crescita angiogenici (Mirshahi
et al., 2000). La chemochina esiste principalmente in due forme dovute a gplicing alternativo: SDF-1a,
isoforma predominante di 68 aminoacidi, e SDF-18, che differisce solo per la presenza di 4 residui
aggiuntivi alla terminazione carbossilica. Entrambe le forme risultano attive come monomeri, tuttavia,
ad alta concentrazione, possono dimerizzare mediante associazione con oligosaccaridi ricchi di gruppi
tiolici come i proteoglicani eparan solfato. SDF-1, infatti, viene selettivamente immobilizzato a livello
dei proteoglicani della ECM o della superficie cellulare, grazie all'instaurarsi di interazioni elettrostatiche
tra cluster di residui basici, presenti nella citochina, e gruppi cariche negativamente nelle catene

saccaridiche. Questo tipo di interazione riveste un ruolo importante per la chemochina nella



formazione di elevate concentrazioni locali o di gradienti, promuovendone inoltre la presentazione al
recettore e favorendo lattivazione di processi di rimodellamento tessutale.

La zona centrale della proteina (core) contiene numerosi potenziali siti di legame per i
glicosamminoglicani, a cui si somma un effetto cooperativo del tratto carbossi-terminale, che si
manifesta in modo piu accentuato nella forma SDF-18, per la presenza della sequenza aggiuntiva
®KRFK" che contiene il motivo minimo di legame per I'eparina BBXB (B: residuo basico; X: un

qualsiasi aminoacido).

Figura5.1. Struttura della chemochina SDF-1.

La porzione amino-terminale, ha un ruolo fondamentale nel bznding col recettore e nell’attivazione della
trasduzione del segnale intracellulare. Quest’ultimo sembra indurre piu vie legate al #afficking cellulare e
allinterazione cellule-ambiente circostante e che comportano Iattivazione di flussi di Ca** e di eventi

fosforilativi mediati da proteine G,, fostolipasi-Cy (PLCy), protein chinasi C (PKC), il coinvolgimento

dell’asse PI-3K-AKT, con conseguente variazione dell’espressione genica mediata dalla cascata delle
MAPK e dal sistema Jack/STAT, e modificazioni citoscheletriche e della membrana plasmatica che
coinvolgono le strutture definite “adesioni focali” (Ganju ez al., 1998; Tilton e al, 2000; Chernock ez al.,
2001; Helbig ez al., 2003; Neuhaus ez al., 2003).

SDF-1 ¢ prodotta e secreta nello spazio extracellulare da vari tipi cellulari, tra cui le cellule stromali, le

cellule endoteliali vascolari, 1 fibroblasti, gli osteoblasti, le cellule endoteliali del midollo osseo, gli

astrociti e le cellule dendritiche (Pablos e7 al., 1999; Ponomaryov e# al., 2000; Tanabe ez al., 1997). Questa



chemochina svolge un ruolo essenziale nell’embriogenesi, nei processi di ematopoiesi e nello sviluppo
del sistema nervoso e cardiovascolare. Il suo coinvolgimento dell’organogenesi e nello sviluppo del
sistema vascolare ¢ evidenziato da studi condotti impiegando topi knock-out per il gene sdf-1, 1 quali
solitamente non sopravvivono oltre il periodo prenatale o sono affetti da gravi anomalie a cuore,
cervello e sistema vascolare (Nagasawa ¢f al., 1996; Zou et al., 1998; Bagti et al., 2002; Lazarini ef al.,
2003). Inoltre, topi che non esprimono il recettore CXCR4, presentano difetti nella formazione e nella
struttura dei vasi di grosso calibro del tratto gastrointestinale (Ma Q e7 al., 1998; Tachibana ez al., 1998).
L’incremento dell’espressione di SDF-1 nei tessuti lesi, anche in quelli che solitamente non lo
sintetizzano, influenza il movimento delle cellule che esprimono il recettore CXCR4, esplicando cosi un
importante modulazione, non solo nei processi inflammatori, ma anche nella rigenerazione e
riparazione tessutale (Pituch-Noworolska ez a/., 2003; Kucia ez al., 2004; Ratajczak et al., 2004). Gli effetti
biologici di SDF-1 sono collegati alla sua capacita di indurre motilita, chemiotassi, adesione e secrezione
di MMP e fattori angiogenici (come NO e VEGF) da parte delle cellule che esprimono CXCR4
(Janowska-Wieczorek ef al., 2000; Marquez-Curtiz et al., 2001).

Studi dimostrano che SDF-1 induce in modelli sia zz vitro che in vivo un effetto pro-angiogenico,
favorendo la proliferazione delle cellule endoteliali, il processo di morfogenesi tubolare, la migrazione e
il reclutamento di cellule progenitrici endoteliali e lo sprouting dei vasi. La chemochina agisce sia in modo
diretto, stimolando soprattutto la migrazione e la riorganizzazione cellulare per la formazione della
struttura tubulare primitiva, che indirettamente, favorendo il rilascio di fattori di crescita da parte di
mast cellule (che sono coinvolte nell’angiogenesi per la produzione di 1I-8, VEGF e bFGF) (Lin T-] ez
al., 2001) e delle cellule endoteliali, instaurando un /gp autocrino in cui le cellule endoteliali che
esprimono CXCR4 vengono stimolate da SDF-1 alla produzione di VEGF, il quale incrementa
I'espressione, da parte delle cellule stesse, del recettore per SDF-1 (Mirshahi F ez 4/, 2000). 1 fattori
SDF-1 e VEGF agiscono, quindi, in modo sinergico e additivo, completandosi a vicenda.

Dato il ruolo di mediatore positivo verso I’angiogenesi, e di chemoattrattore, SDF-1 viene largamente
espresso anche dalle cellule di vari tumori, sia solidi (tumore mammario, alle ovaie, al pancreas, ai
polmoni, glioma e neuroblastoma) che ematologici, promuovendo lo sviluppo della massa tumorale,
soprattutto attraverso 'induzione della vascolarizzazione, e favorendo il processo di metastatizzazione,
grazie all’azione chemoattrattiva, da parte di SDF-1, delle cellule tumorali che sovraesprimono il
recettore CXCR4 (Homey ef al., 2002; Kucia ef al., 2004).

Il coinvolgimento della citochina SDF-1 in molteplici eventi fisio-patologici, soprattutto nei processi
legati all’angiogenesi, ha reso I'asse SDF-1-CXCR4 molto “interessante” dal punto di vista terapeutico-
farmacologico. 1l design di agenti che interferiscano con tale sistema puo costituire un promettente

approccio, sia per il trattamento dei tumori, nel caso di antagonisti, che per la cura di disordini



all’apparato cardiovascolare (Carr ez al., 2006) o per migliorare Uengraftment nel trapianto di progenitori
ematopoietici del midollo osseo (Kucia ¢7 al., 2004), se si considerano molecole dall’azione agonista.
Strutturalmente come accennato in precedenza, SDF-1 consiste in tre regioni distinte: i) il tratto
flessibile N-terminale, ii) il core, caratterizzato da fre f-strand antiparalleli e iii) il terminale carbossilico ad
a-elica (Ohnishi e al., 2000).

La sequenza 1-18 costituisce il sito di legame recettoriale, in particolare le posizioni K' e P* sono
indispensabili per I'attivazione della cascata del segnale intracellulare, mentre la presenza del motivo
"RFFESH" risulta necessaria nelle fasi iniziali di docking tra recettore e ligando (Heveker e al., 1998).
Attualmente non ¢ ancora completamente chiaro se il tratto carbossi-terminale svolga solamente
un’azione coadiuvante e modulatoria, sia nell’evocare un piu potente segnale intracellulare che
nellinstaurarsi di interazioni coi GAG. Luo e collaboratori (1999) studiando le proprieta di un
polipeptide chimerico, derivato dalla fusione tra i due tratti terminali, hanno riportato che la presenza di
entrambe le sequenze, rispetto ad un peptide riproducente la sola porzione N-terminale, garantisce una

. . . . . 2+ . . . .
maggiora efficienza nell'indurre flussi di Ca™ e conseguentemente favorisce la chemiotassi di cellule T.

In questo lavoro ¢ stato verificato il ruolo funzionale del dominio C-terminale di SDF-1, in particolare
come mediatore nell’angiogenesi. A questo scopo sono stati condotti saggi 2 vitro su HUVEC e i vivo
su CAM, per valutare la potenzialita pro-angiogenica di tre serie di peptidi di sintesi (tabella 1):

i SDF-1aT e SDF-18T, sequenze (51-68) e (51-72) riproducenti il terminale carbossilico
delle due isoforme;

1. Analoghi del tratto C-terminale di SDF-183, contenenti mutazioni puntiformi e
denominate: SDF-18T Nal 70, SDF-13T DPhe 70/Nle 72 ¢ SDF-1BT Nle. Questi
peptidi sono caratterizzati da sostituzioni di alcuni residui della sequenza nativa,
originariamente  studiate per aumentare lattivita antivirale verso il virus
dell’immunodeficienza umana (HIV). Le mutazioni a livello di due posizioni critiche (F”
e M™) per il manifestarsi dell’azione agonistica, permetterebbero di chiarire Iesistenza di
correlazioni con la chiralita dei residui (Phe—DPhe70), lingombro sterico
(Phe—Nal70), o la presenza di particolari funzioni chimiche in catena laterale
(Met—Nle72);

1il. Met-SDF-18 NC e SDF-18 NC, sequenze di fusione tra il dominio N-terminale, di
legame al recettore, e il tratto C-terminale di SDF-153. I due peptidi differiscono per il
residuo aggiuntivo M, studiato inizialmente in correlazione alla capacita di contrastare
I'entrata di HIV nelle cellule e per aumentare la resitenza all’attivita di proteasi cellulari

(Yang et al., 1999)



PEPTIDE SEQUENZA
C-terminale SDELT IDPKLKWIQEYLEKALNK
(51-68)

wild type

SDE-18T (51-72)

IDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM

Derivati SDF-13T

con mutazioni

SDF-18T Nal70

IDPKLKWIQEYLEKALNKR-Nal-FKM

SDF-18T Nle72

IDPKLKWIQEYLEKALNKRFK-NIle

puntiformi SDF-1 ST
DPhe70/Nle72 IDPKLKWIQEYLEKALNKR-DPhe-K-Nle
Fusione tratti N- SDF-1§ NC

e C-terminale
SDF-18

(1-13, 51-72)

KPVSLSYRCPCRFIDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM

Met-SDF-18 NC

MKPVSLSYRCPCRFIDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM

Tabella5.1. Sequenze del peptidi derivati da SDF-1

51 RISULTATI

5.1.1 Sintesi

I peptidi impiegati sono stati progettati e sintetizzati presso il laboratorio del Prof. Di Bello, Universita
di Padova, Dip. dei Processi Chimici dell’Ingegneria, applicando le metodiche di sintesi peptidica su
fase solida con chimica Fmoc e utilizzando un sintetizzatore automatico (Applied Biosystems, Model
431A). L’ottenimento con alte rese, delle sequenze descritte, ¢ stato reso possibile grazie a precedenti
studi (Dettin M. ef a/, 2003), di cui si ¢ seguito il protocollo (Schemi 5.1-5.6).

Per la sintesi di SDF-1aT, e degli analoghi SDF-18T Nle72 ¢ SDF-13T DPhe70/Nle72, ¢ stato
impiegato come supporto solido la resina HMP (0.89 mmol/g), per le rimanenti sequenze invece si ¢
preferito usare la resina Fmoc-Met-Wang (0.43 mmol/g). Nel caso in cui il supporto di ancoraggio non
fosse gia funzionalizzato, si ¢ operato un doppio coupling via anidride simmetrica, usando 2 mmoli di
residuo Fmoc-protetto e come agente condensante 1 M DCC in NMP e come catalizzatore 0.1
equivalenti di DMAP. La reazione ha dato una resa pari circa al 100% per il /bading di Lys(Boc),
diversamente l'ottenimento di Fmoc-Nle-HMP Resin (0.245 mmol/g), ha registrato un’efficienza
massima del 36.6%.

Sono stati scelti 1 seguenti gruppi protettori per le catene laterali: OtBu (Asp e Glu), Boc (Lys e Trp),
Trt (Asn e Gln), tBu (Ser e Tyr), Pmc (Arg) e Acm (Cys).



Per la sintesi dei vari peptidi sono stati impostati coupling doppi per I'inserimento di tutti i residui, ed ¢
stata usata la strategia FastMoc con agente condensante HBTU. Fanno eccezione le due sequenze con

mutazione Met—Nle72, per cui si ¢ deciso di operare con doppio coupling solo in corrispondenza della



SCHEMA DI SINTESI DELLLA SEQUENZA SDF-1«T*

Resina HMP 0.89 mmol/g (303 mg; 0.27 mmoli)

Funzionalizzazione resina 2 mmoli Fmoc-Lys(Boc)-OH
Double coupling, 1M DCC/NMP;
0.1 eq.DMAP
Fmoc-Lys(Boc)-Resin 0.61 mmol/g (resa reazione 99.7%)
(410 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH,
0.32 mLL. DMAP, 2 mmole aa in NMP Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,

Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP, ¢ Fmoc-Ile-OH

H-IDPKLKWIQEYLEKALNK-Resin (648 mg)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
95% TFA, 2.5 % TIS, 2.5% H,0O

H-IDPKLKWIQEYLEKALNK-OH (453 mg)

1 Schema 5.1. Sintesi SDF-1aT. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in particolare
= Asp(OtBu), E = Glu(OtBu), K = Lys(Boc), N = Asn(Trt), R = Arg(Pmc), S = Ser(tBu). W = Trp(Boc) e¥ = Tyr(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA SDF-13T5

Fmoc-Met-Wang Resin (0.43 mmol/g) (581 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF
0.32 mIL. DMAP, 2 mmole aa in NMP

Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP, ¥

In successione:

Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Asn(T'tt)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH
Fmoc-lle-OH

H-IDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM —Resin (872 mg)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in l
94.5% TFA, 2.5 % TIS, 2.5% H,0, 1% EDT

H-IDPKLKWIQEYLEKALNKRFKM-OH (519 mg)

°Schema 5.2. Sintesi SDF-1B8T. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in particolare 1D =
Asp(OtBu), E = Glu(OtBu), K = Lys(Boc), N = Asn(Trt), R = Arg(Pmc), S = Ser(tBu). W = Trp(Boc) eY = Tyr(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA
SDF-18T Nal70¢

Fmoc-Met-Wang Resin (0.43 mmol/g) (582 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF
0.32 mL. DMAP, 2 mmole aa in NMP

Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP, v

In successione:

Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Nal-OH,
Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Asn(Ttt)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Tytr(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH
Fmoc-Ile-OH

H-IDPKLKWIQEYLEKALNKRNalKM—Resin (1.53 g)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
94.5% TFA, 2.5 % TIS, 2.5% H,0, 1% EDT l

H-IDPKLKWIQEYLEKALNKRNalKM-OH (895 mg)

®Schema 5.3. Sintesi SDF-18T Nal70. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in
particolare D = Asp(OtBu), E = Glu(OtBu), K = Lys(Boc), N = Asn(Trt), R = Arg(Pmc), S = Ser(tBu). W = Trp(Boc) e¥ =

Tyr(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA
SDF-18T Nle72'

Resina HMP 0.89 mmol/g (303 mg; 0.27 mmoli)

Double coupling, IM DCC/NMP;
0.1 eqDMAP

Funzionalizzazione resina l 2 mmoli Fmoc-Nle-OH
Fmoc-Nle-Resin 0.25 mmol/g (resa reazione 36.6%)
(607 mg; 0.15 mmoli)
Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Lys(Boc)-OH
0.32 mIL. DMAP, 2 mmole aa in NMP

Fmoc-Lys(Boc)-Nle-Resin

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH
0.32 mI. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,

Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Tytr(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP, v Fmoc-Ile-OH

H- IDPKLEKWIQEYLEKALNKRFKNIle—Resin (572 g)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
94.5% TFA, 2.5 % TIS, 2.5% H,0, 1% EDT

H- IDPKLKWIQEYLEKALNKRFKNIe-OH (377.4 mg)

! Schema 5.4. Sintesi SDF-1BT Nle72. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in
particolare D = Asp(OtBu), E = Glu(OtBu), K = Lys(Boc), N = Asn(Trt), R = Arg(Pmc), S = Ser(tBu). W = Trp(Boc) e¥ =
Tyr(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA
SDF-13T DPhe70/Nle72

Resina HMP 0.89 mmol/g (303 mg; 0.27 mmoli)

Double coupling, IM DCC/NMP;
0.1 eqDMAP

Funzionalizzazione resina l 2 mmoli Fmoc-Nle-OH
Fmoc-Nle-Resin 0.25 mmol/g (resa reazione 36.6%)
(805 mg; 0.20 mmoli)
Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Lys(Boc)-OH
0.32 mIL. DMAP, 2 mmole aa in NMP

Fmoc-Lys(Boc)-Nle-Resin

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-DPhe-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH
0.32 mI. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,

Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Tytr(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP, v Fmoc-Ile-OH

H- IDPKLKWIQEYLEKALNKR (DPhe)FKNle—Resin (1.13 ¢)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
94.5% TFA, 2.5 % TIS, 2.5% H,0, 1% EDT

H- IDPKLKWIQEYLEKALNKR (DPhe)KNle-OH (468.1 mg)

! Schema 5.5. Sintesi SDF-18T DPhe70/Nle72. Le lettete colorate si rifetiscono ad amminoacidi protett in catena laterale:
in particolare D = Asp(OtBu), E = Glu(OtBu), K = Lys(Boc), N = Asn(Trt), R = Arg(Pmc), S = Ser(tBu). W = Trp(Boc) €
= Tyr(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA
SDF-18T NC e Met-SDF-18T NC*

Fmoc-Met-Wang Resin (0.43 mmol/g) (582 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH,
0.32 mI. DMAP, 2 mmole aa in NMP Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,

Fmoc-Asn(T'tt)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH
Fmoc-Ile-OH; Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Cys( )-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Cys( )-OH,
Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Tyt(tBu)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP (Per Met-SDF-1BT NC inserimento di
Fmoc-Met-OH)

\4
(SDF-18T NC) H-KPVSLSYRCPCRFIDPKLKWIQEYLEKALNKRNalKM—Resin (1.2 o)

(Met-SDF-18T NC) H-MKPVSLSYRCPCRFIDPKLEKWIQEYLEKALNKRNalKM-Resin (1.5 g)

Sblocco resina e gruppi laterali, 120 min in l
94.5% TFA, 2.5 % TIS, 2.5% H,0, 1% EDT

(SDF-18T NC) H-KPVSLSYRCPCRFIDPKLKWIQEYLEKALNKRNalKM-OH
(Met-SDF-18T NC) H-MKPVSLSYRCPCRFIDPKLKWIQEYLEKALNKRNalKM-OH

99% TFA, 1% anisolo,

Sblocco gruppo Acm, 90 min a 4° in l
100 eq.trifluoroacetato d’argento(I)

(SDF-18T NC) H-KPVSLSYRCPCRFIDPKLKWIQEYLEKALNKRNalKM-OH (905 mg)

(Met-SDF-18T NC) H-MKPVSLSYRCPCRFIDPKLKWIQEYLEKALNKRNalKM-OH (1.1 g)

%Schema 5.6. Sintesi SDF-18T NC e Met-SDF-1B8T NC. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena
laterale: in particolare C = Cys(Acm), D = Asp(OtBu), E = Glu(OtBu), K = Lys(Boc), N = Asn(Trt), R = Arg(Pmc), S =
Ser(tBu). W = Trp(Boc) eY = Tyr(tBu).



posizione K”', mentre I'accrescimento successivo della catena ¢ stato condotto mediante cicli a
condensazione singola.

Lo sblocco dalla resina di tutti gli analoghi SDF-18T compresa la sequenza naturale, con
contemporanea deprotezione delle catene laterali, ¢ stato ottenuto per trattamento con miscela acido
trifluoroacetico: etandiolo: acqua: trietilsilano = 94.5:2.5:2.5:1 per 90 min. Per lo sblocco dei peptidi
Met-SDF-138-NC e SDF-13-NC ¢ stato necessario un tempo di 2 h; mentre per campione SDF-1aT ¢
stata usata una diversa miscela di reagenti, TFA:H,O:TIS = 95:2.5:2.5.

Un successivo trattamento (TFA/anisolo=99/1, 100 equivalenti di trifluoroacetato d’argento(I), 4° C,
per 90 min) dei campioni Met-SDF-13-NC e SDF-13-NC ha permesso la deprotezione dalla catena
laterale di Cys dal gruppo Acm.

Le figure 5.2-5.8 mostrano il profili cromatografico dei grezzi ottenuti. Da ogni sintesi ¢ stato possibile

ottenere come prodotto principale il peptide d’interesse.
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Figura 5.2. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide SDF-1oT grezzo condotta nelle seguenti condizioni:

colonna Nova Pak Cys analitica (4 Pm, 60 A, 3.9 x 150 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CN;j gradiente, dal 3 al 13% di B in 20 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.3. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide SDF-18T grezzo condotta nelle seguenti condizioni:
colonna Luna Csg (5 pm, 300 A, 4.6x250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05%
TFA in CH;3CN; gradiente, dal 0 al 70% di B in 70 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.4. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide SDF-18T Nal70 grezzo condotta nelle seguenti

condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 Pim, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in
H>O0; eluente B, 0.05% TFA in CH3CNj gradiente, dal 25 al 40% di B in 40 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.5 Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide SDF-18T Nle72 grezzo condotta nelle seguenti
condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 Pm, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in
H>0; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 15 al 45% di B in 60 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.6. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide SDF-183T DPhe70/Nle72 grezzo condotta nelle

seguenti condizioni: colonna Vydac Css analitica (5 pm, 300 A, 4.6 x 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A,
0.05% TFA in H>O; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 15 al 45% di B in 60 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.7. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide SDF-18T NC grezzo condotta nelle seguenti
condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 pjim, 300 A, 4.6 x 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in
H:O; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 30 al 45% di B in 30 min; detector, 214 nm.
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Figura 7: cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide Met-SDF-1T NC grezzo condotta nelle seguenti

condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 Pm, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in
H>0; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 3 al 13% di B in 20 min; detector, 214 nm.



5.1.2 Purificazione

La purificazione dei prodotti di sintesi ¢ stata condotta mediante tecnica cromatografica RP-HPLC. Per

ogni campione sono state studiate le condizioni ottimali di separazione in colonna semipreparativa:

L

1.

1ii.

1v.

V1.

vii.

SDF-1«T: colonna Nova Pak HR C,4 SP (6 um, 60 A, 7.8 x 300 mm; Waters); flusso,
4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;
gradiente, dal 18 al 38% di B in 60 min; detector, 214 nm;
SDF-18T: colonna Nova Pak HR C,; SP (6 um, 60 A, 7.8 x 300 mm; Waters); flusso,
4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;
gradiente, dal 20 al 40% di B in 60 min; detector, 214 nm;

SDF-18T Nal70: colonna Delta Pak C,; SP (15 pm, 100 A, 7.8 x 300 mm; Waters );
flusso, 4.0 mL./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;
gradiente, dal 25 al 40% di B in 60 min; detector, 214 nm;
SDFE-1B8T Nle72: colonna Delta Pak C,; SP (15 pum, 100 A, 7.8 x 300 mm; Waters);
flusso, 4.0 mL./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;
gradiente, dal 28 al 38% di B in 40 min; detector, 214 nm;

SDF-18T DPhe70/Nle72: colonna Delta Pak C,; SP (15 Um, 100 A, 7.8 % 300 mm;
Waters); flusso, 4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in
CH,CN; gradiente, dal 28 al 38% di B in 40 min; detector, 214 nm;

SDF-18 NC: colonna Nova Pak HR C,, SP (6 hm, 60 A, 7.8 X 300 mm; Waters); flusso,
4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;
gradiente, dal 25 al 45% di B in 60 min; detector, 214 nm;
Met-SDF-18 NC: colonna Delta Pak C,; SP (15 pm, 100 A, 7.8 x 300 mm; Waters);
flusso, 4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;
gradiente, dal 30 al 41% di B in 44 min; detector, 214 nm.

5.1.3 Caratterizzazione

Il grado di purezza raggiunto per ogni campione ¢ stato quantificato tramite integrazione del

cromatogramma HPLC analitico.

Di seguito sono riportate le condizioni cromatografiche usate per la caratterizzazione e i rispettivi valori

di omogeneita registrati:

1.

SDF-1aT: colonna Luna C;y (5 pm, 300 A, 4.6%250 mm; Phenomenex); flusso, 1.0
mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente,



1i.

1v.

V1.

vii.

dall’28 al 38% di B in 20 min; detector, 214 nm. Il livello di purezza raggiunto ¢ pari al
98% (Figura 5.9);

SDF-18T: colonna Luna C;g (5 pum, 300 A, 4.6x250 mm; Phenomenex); flusso, 1.0
mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente,
dall’30 al 40% di B in 20 min; detector, 214 nm. Il grado di omogeneita raggiunto ¢ di
98.9% (Figura 5.10);

SDF-18T Nal70: colonna Luna C (5 um, 300 A, 4.6X250 mm; Phenomenex); flusso,
1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;

gradiente, dall’30 al 40% di B in 20 min; detector, 214 nm. Il grado di omogeneita
raggiunto ¢ di 98.8% (Figura 5.11);

SDF-18T Nle72: colonna Vydac C, analitica (5 wm, 300 A, 4.6x250 mm;
Phenomenex); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05%
TFA in CH,CN; gradiente, dal 30 al 40% di B in 20 min; detector, 214 nm. E stato

raggiunto per il seguente campione un livello di omogeneita pari al 98% (Figura 5.12);

SDF-18T DPhe70/Nle72: colonna Vydac C,q analitica (5 pm, 300 A, 4.6X250 mm;
Phenomenex); flusso, 1.0 ml./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05%
TFA in CH,CN; gradiente, dal 28 al 38% di B in 20 min; detector, 214 nm. Il passaggio

in colonna HPLC ha permesso di raggiunge un livello di purezza del 98.9% (Figura
5.13);

SDF-18 NC: colonna Luna C,4 (5 um, 300 A, 4.6x250 mm; Phenomenex); flusso, 1.0
mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN; gradiente,
dall’30 al 45% di B in 30 min; detector, 214 nm. Il grado di omogeneita raggiunto ¢ pari
al 99.2% (Figura 5.14);

Met-SDF-18 NC: colonna Luna Cyg (5 pm, 300 A, 4.6x250 mm; Phenomenex); flusso,
1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;

gradiente, dall’30 al 45% di B in 30 min; detector, 214 nm. Il grado di omogeneita
raggiunto ¢ di 95.5% (Figura 5.15).
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Figura 5.9. Cromatografia analitica del peptide SDF-1«T purificato, condotta impiegando una colonna analitica
Luna Css (5 pm, 300 A, 4.6x250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CN;j gradiente, dal 28% al 38% di B in 20 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.10. Cromatografia analitica del peptide SDF-18T purificato, condotta impiegando una colonna analitica
Luna Css (5 pm, 300 A, 4.6%250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CN;j gradiente, dal 30% al 40% di B in 20 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.11 Cromatografia analitica del peptide SDF-18T Nal70 purificato, condotta impiegando una colonna
analitica Luna Cys (5 pm, 300 A, 4.6%250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA
in H>O; eluente B, 0.05% TFA in CH3;CN; gradiente, dal 30% al 40% di B in 20 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.12 Cromatografia analitica del peptide SDF-1T Nle72 purificato, condotta impiegando una colonna

Vydac Cis analitica (5 pm, 300 A, 4.6 x 250 mm)j; flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H;O; eluente B,
0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 30 al 40% di B in 20 min; detector, 214 nm
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Figura 5.13 Cromatografia analitica del peptide SDF-18T DPhe70/Nle72 purificato, condotta impiegando una

colonna Vydac Cjys analitica (5 im, 300 A, 4.6 x 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CN;j gradiente, dal 30 al 40% di B in 20 min; detector, 214 nm
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Figura 5.14 Cromatografia analitica del peptide SDF-18 NC purificato, condotta impiegando una colonna analitica
Luna Css (5 pm, 300 A, 4.6%250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in HO;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CN;j gradiente, dal 30% al 45% di B in 30 min; detector, 214 nm.
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Figura 5.15 Cromatografia analitica del peptide Met-SDF-13 NC purificato, condotta impiegando una colonna
analitica Luna Cyg (5 um, 300 A, 4.6x250 mm), nelle seguenti condizioni: flusso, 1 mL/min; eluente A, 0.05% TFA
in H>O; eluente B, 0.05% TFA in CH3;CN; gradiente, dal 30% al 45% di B in 30 min; detector, 214 nm.

L’identita dei campione ¢ stata confermata tramite spettrometria di massa con strumentazione ESI-
TOF (Applied Biosystems Mariner System 5220) o per confronto dei profili cromatografici e dei tempi

di eluizione, con campioni del medesimo peptide ottenuti da precedenti sintesi.
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Figura 5.16. (a) Spettro di massa del campione purificato SDF-1«T, ottenuto impiegando uno spettrometro di
massa a tempo di volo con sorgente elettrospray (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente
H;O/CH;CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)), [Massa teorica = 2229.5 Da, valore sperimentale = 2229.22 Da]. (b)
Deconvoluzione dello spettro.
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Figura 5.17. (a) Spettro di massa del campione purificato SDF-18T, ottenuto impiegando uno spettrometro di massa
a tempo di volo con sorgente elettrospray (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente
H,O/CH;CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)), [Massa teorica = 2792.1 Da, valote sperimentale 2791.59 Da]. (b)
Deconvoluzione dello spettro.
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Figura 5.18. (a) Spettro di massa del campione purificato Met-SDF-18T NC, ottenuto impiegando uno spettrometro
di massa a tempo di volo con sorgente elettrospray (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente
H,O/CH;CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)), [Massa teorica 4603.2 Da, valore sperimentale 4603.03 Da]. (b)
Deconvoluzione dello spettro.
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Figura 5.19. (a) Spettro di massa del campione purificato SDF-18T NC, ottenuto impiegando uno spettrometro di
massa a tempo di volo con sorgente elettrospray (Mariner Applied Biosystems System 5220; solvente
H,O/CH;CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)), [Massa teotica = 4469.6 Da, valore sperimentale = 4472.4 Da]. (b)
Deconvoluzione dello spettro.

5.1.4 Effetti sull’adesione cellulare

La chemochina SDF-1, secreta dalle cellule, per attuare i suoi effetti biologici agisce come fattore
solubile, tuttavia esiste anche una sua forma immobilizzata a livello det HSPG. Per questo si ¢ deciso di
valutare la capacita dei peptidi di favorire 'adesione cellulare su piastre non trattate per colture cellulari,
sia impiegandoli come condizionamento (2 mmol/cm?) del supporto, sia aggiungendoli come fattori
solubili nel terreno di coltura.

L’incubazione per 3 h su piastre condizionate, in terreno base ha comportato un significativo aumento
(p<0.05) dell’adesione cellulare da parte di tutte e quattro le sequenze testate (SDF-1oT, SDF-18T,
Met-SDF-18 NC e SDF-18 NC), rispetto al numero di cellule presenti nei pozzetti di controllo (Tabella
2, colonna A).

Per valutare gli effetti dei peptidi posti in soluzione, sono stati effettuati ulteriori esperimenti
utilizzando terreno MV, contenente siero poiché, usando il solo terreno base, non era stata riscontrata
alcuna variazione nel comportamento adesivo delle cellule. In questo caso, unicamente SDF-18T
(Tabella 5.2, colonna B) ha portato un incremento significativo, anche se di modesta intensita, del

numero di cellule adese al supporto.
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Figura 5.20. Vitalita di HUVEC trattate per 24 ore con peptidi derivati da SDF-1 impiegati alle seguenti
concentrazioni: viola = 5 nM, rosa = 10nM, rosa chiaro = 100 nM. I risultati sono espressi come percentuale
rispetto al controllo, rappresentato da cellule non trattate. I dati, espressi come media T deviazione standard, sono
stati ottenuti da 6 esperimenti. * = p < 0.05 rispetto al controllo); t-test di Student.

5.1.6 Effetti di inibitori di vie di segnale sull’aumento di vitalita cellulare

indotto dai derivati peptidici

Le varie fasi dell’angiogenesi, come proliferazione, adesione e migrazione prevedono lattivazione di
alcune vie di trasduzione del segnale, in seguito a stimolazione di recettori o altre strutture cellulari. I
fattori di crescita che inducono questi processi determinano i loro effetti attivando delle cascate
intracellulari che coinvolgono enzimi come fosfolipasi-C (PLC), protein-chinasi C (PKC), protein-
chinasi PKA, fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI-3K) e mitogen-activated protein kinases (MAPK). Sulla
base di queste considerazioni, ¢ stato verificato se 'aumento della vitalita cellulare indotto da SDF-1aT
e SDF-18T potesse essere mediato dall’attivazione di specifiche vie di segnale. Questo tipo di indagine
ha previsto un pre-trattamento delle colture di HUVEC con 1 seguenti composti: 1) LY294002, inibitore

specifico per PI-3K; i) Wortmannin in grado di inibire PI-3K, ma anche altre varieta di chinasi



intracellulari iii) PD98059 inibitore selettivo per la cascata MAPK-ERK1/2, in particolare blocca
lattivazione di MEK e, di conseguenza, la fosforilazione di ERK1/2; iv) U-73122 inibitore delle
fosfolipasi C e A,; v) Rp-cAMP, analogo del cAMP, lega a livello della PKA il sito di binding per il
metabolita inducendo il blocco della cascata dell’adenosin-mono-fosfato ciclico; vi) Ro 31-8220
inibitore selettivo a bassi dosaggi per la protein chinasi C.

Inizialmente, ¢ stato valutato leffetto dei soli inibitori sulla vitalita cellulare per utilizzare, nella
sperimentazione successiva, concentrazioni non citotossiche che avrebbero potuto portare a falsi positivi.
Come riportato in figura 5.22, non si sono osservate variazioni nella vitalita cellulare in seguito a
trattamento con 5 pM LY294002, 0.025 uM Wortmannin, 5 uM e 10 uM PD98059, 1 uM U-73122 e Rp-
cAMP a tutte le concentrazioni testate. Invece nel range di 1-5 uM Ro 31-8220 ha comportato una
diminuzione del parametro di vitalita a seguito di un trattamento di 45 min. Poiché i dosaggi impiegati
erano stati selezionati sulla base di ricerche bibliografiche e di quanto riportato dalla ditta fornitrice, si ¢
comunque deciso di usare la concentrazione piu bassa (1 uM) per gli esperimenti successivi, per non

precludere un’efficace blocco della via del segnale ed ottenere dei falsi negativi.
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Figura 5.22. Vitalita di HUVEC trattate con i seguenti inibitori: .Y294002, Wortmannin, PD98059, U-73122, Rp-
cAMP e Ro 31-8220. I risultati sono espressi come percentuale rispetto alle colture non trattate. I dati, espressi
come media T deviazione standard, sono stati ottenuti da 3 esperimenti.

* = p < 0.05vscontrollo; t-test di Student.

Il pre-trattamento con 5 uM L.Y294002, 0.025 pM wortmannin, 5 uM PD98059, 1 uM U-73122 (Figura
5.23) ha provocato una significativa (p< 0.05) diminuzione dei valori di vitalita cellulare indotta da
SDF-1aT (5 nM) o SDF-18T (5 nM e 10 nM); mentre 50 uM Rp-cAMP e 1 uM Ro 31-822 hanno
interferito, rispettivamente, con I'attivita o solo di SDF-1 T o SDF-18T. Rispetto agli altri inibitori, di
cui ¢ stata impiegata una dose non tossica, nel caso dellinibitore della PKC, ¢ stata usata una
concentrazione, capace di diminuire, seppur modestamente, la vitalita delle HUVEC. A fronte di
questo, la riduzione del parametro di vitalita, registrato per 10 uM SDF-18T puo essere dovuto in realta
al lieve effetto citotossico dell’inibitore. Mentre non c’era dubbio che basse concentrazioni del tratto C-
terminale dell’isoforma beta non sono in grado di revertire ’azione di blocco di Ro 31-8220 su PKC.

Il fatto che Il'inibizione dovuta a trattamento con Wortmannin sia risultata meno efficace rispetto a
LY294002, era probabilmente legato alla scelta di impiegare una concentrazione piu bassa, rispetto a
quella riportata in altri studi con SDF-1 (Gong et al., 2006), sia per non indurre effetti tossici sulle

colture , sia per evitare d’inibire altre chinasi intracellulari.
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Figura 5.23. Vitalita di HUVEC pre-trattate con 5 pM LY294002, 0.025 tM wortmannin, 5 pM PD98059, 1 yM U-
73122, 50 M Rp-cAMP e 1 uM Ro 31-822, e successivamente incubate per 24 h con (a) 5 nm SDF-1«T o (b) 5nM
e 10 nM SDF-18T. I risultati sono espressi come percentuale rispetto alle colture non trattate. I dati, espressi
come media * deviazione standard, sono stati ottenuti da 3 esperimenti. Nel grafico sono riportati anche i valori
di vitalita di HUVEC trattate coi soli peptidi alle concentrazioni indicate sopra. * = p < 0.05 vs (a) SDF-1«T; (b)
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5.1.7 Effetti sulla morfogenesi in vitro

Per valutare 7z vitro Peffetto dei derivati peptidici sulla morfogenesi, le HUVEC sono state seminate su
Matrigel, un estratto di un sarcoma murino ricco di componenti della membrana basale e ampiamente
utilizzato per determinare 7z vitro 'azione pro- o anti-angiogenica di sostanze di origine sia naturale che
sintetica. Le cellule endoteliali non trattate normalmente si organizzano in modo tale da formare
all'interno del gel strutture a maglie chiuse. Dopo 18 ore di trattamento con 1 peptidi oggetto di studio
alle concentrazioni di 5, 10, 100 nM, le colture sono state fissate e per ciascuna di esse sono state
acquisite 5 immagini utilizzando un microscopio a contrasto di fase collegato ad una fotocamera
digitale. Su tali immagini, grazie ad un sistema computerizzato di analisi di immagine, sono stati misurati
parametri dimensionali, quali, I'area percentuale coperta dalle cellule endoteliali e la lunghezza totale
della rete cellulare per campo, e parametri topologici, quali il numero di maglie chiuse e 1 punti di
ramificazione per campo.

In figura 5.24, sono riportati alcuni esempi di immagini relative alle colture in seguito ai vari tipi di
trattamento.

Si puo osservare che in presenza delle isoforme naturali del tratto C-terminale, le cellule avevano una
maggior tendenza ad organizzarsi in una rete di strutture simil-capillari, rispetto a quanto accadeva per
le colture di controllo. Gli analoghi di SDF-1BT con mutazioni puntiformi hanno interferito
negativamente nell’organizzazione delle HUVEC seminate su Matrigel.

La valutazione quantitativa delle foto raccolte al microscopio per ogni condizione testata, ha confermato
che SDF-1aT (Figura 5.252) promuoveva, gia alla concentrazione di 5 nM, un aumento significativo di
tutti i parametri sia dimensionali che topologici. Il trattamento con SDF-18T (Figura 5.25b) si
ripercuoteva solo sulle proprieta dimensionali. Al contrario, la sostituzione di alcuni residui della sequenza
C-terminale dell’isoforma beta, causava l'inibizione 7z vifro di eventi morfogenici. L’efficacia di SDF-13T
Nal70 (Figura 5.25c) e SDF-18T Nle72 (Figura 5.25d) sembrava superiore rispetto a quella ottenibile con
SDF-18T DPhe70/Nle72. Infatt, i primi due peptidi hanno sempre indotto diminuzioni significative di
tutti i parametri misurati, fatta eccezione per parametri dimensionali e punti di ramificazione in seguito a
trattamento con SDF-13T Nal70, rispettivamente, alla concentrazione di 10 e 5 nM e parametri topologici
dopo esposizione con 5 nM SDF-13T Nle72. SDF-13T DPhe70/Nle72 (Figura 5.25¢) ha indotto invece
diminuzioni significative solamente in alcuni parametri: area percentuale, lunghezza e numero delle maglie
alla concentrazione di 5 nM, solamente la lunghezza delle maglie alla concentrazione di 10 nM e il numero
di maglie alla concentrazione di 100 nM.

Il comportamento delle sostanze derivate da fusione dei tratti N- e C-terminali sembra dipendere dalla
concentrazione. SDF-1T NC alla concentrazione di 100 nM ha causato un decremento nella

lunghezza e nel numero di maglie (Figura 5.25f). Al contrario, 5 e 10 nM SDF-18T NC hanno entrambi



determinato un aumento dell’area percentuale ricoperta dalle cellule e dei parametri topologici. Dagli
effetti quasi opposti, Met-SDF-18T NC alla concentrazione piu elevata (100 nM) ha indotto un
aumento del numero di maglie e dei parametri dimensionali; ad una dose 10 volte inferiore si osservava

una riduzione di tutti e quattro i parametri valutati, mentre 'esposizione a 5 nM non causava alcuna

variazione (Figura 5.25g).




Figura 5.24. HUVEC seminate su Matrigel: a) Controllo; b) Cellule trattate con SDF-1aT (100 nM); c) Cellule
trattate con SDF-1BT (100 nM); d) Cellule trattate con SDF-1BT Nal70 (100 nM); e) Cellule trattate con SDF-1BT
DPhe70/Nle72 (5 nM); f) Cellule trattate con SDF-1BT Nle72 (10 nM); g) Cellule trattate con Met-SDF-13 NC (100
nM); h) Cellule trattate con SDF-1 NC (10 nM). Ingrandimento x50.
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Figure 5.25. Analisi quantitative degli effetti di SDF-1«T (a), SDF-18T (b), SDF-18T Nal70 (c), SDF-18T Nle72
(d), SDF-18T DPhe70/Nle72 (e), SDF-18 NC (f), and Met-SDF-1§ NC (g) sui paramentri dimensionali (area
percentuale ricoperta dalle cellule e lunghezza delle maglie, per campo), e su quelli topologici (numero di maglie
e numero di punti di ramificazione, per campo) della rete di strutture simil-capilari formate dalle HUVEC
seminate su Matrigel. I dati sono espressi come percentuale rispetto al controllo non trattato. Gli istogrammi
(rosa chiaro = 100 nM, rosa = 10 nM, viola = 5 nm), cotrispondono ai valori delle medie * deviazione standard, di
almeno 3 esperimenti. * = p<0.05 rispetto alle colture di controllo, t test di Student.



5.1.8 Effetti sulla morfogenesi in vivo

Per una valutazione dell’efficacia 7z vivo dei derivati del’'SDF-1, sono state testate le solo sequenze naturali,
precisamente SDF-1oT, SDF-18T, e SDF-18 NC alla concentrazione di 10 mM. Il trattamento delle
membrane corioallantoidee di embrione di pollo, evidenziava come tutt’attorno agli impianti ci fosse un
richiamo dei vasi dallo strato allantoideo, con disposizione radiale alle spugne, illustrabile con il paragone
dei raggi di una ruota. L’analisi quantitativa ha riportato i seguenti valori medi: 255 per SDF-1oT; 2415
per SDF-18T e 27£5 per SDF-18 NC (p < 0.001 verso il controllo trattato col solo PBS). L’efficacia di
tale risposta angiogenica era paragonabile a quella ottenuta dal trattamento con la chemochina FGF-2 in
concentrazione pari a 200 ng/(29%4; p < 0.001 rispetto al controllo) e i valori numerici relativi,
risultavano significativamente superiori a quelli dei controlli negativi, nei cui impianti non era rintracciabile

alcuna reazione vascolare (812; tabella 3).

Trattamento N° di vasi
SDF-1«T 25 + 5%
SDF-18T 24 £ 5%

SDF-18 NC 27 + 5%

FGF-2 29 £ 4%
PBS 8+ 2

Tabella 5.3. Effetti dei peptidi del’SDF-1 sull’angiogenesi in vivo, saggio sulla membrana corioallantoidea di
pollo.

5.1.9 DISCUSSIONE

E stato dimostrato che SDF-1 ¢ in grado di indurre, tramite interazione con il recettore CXCR4
presente sulla superficie cellulare, motilita, risposte chemotattiche, adesione cellulare e secrezione di
MMP e fattori angiogenici, quali VEGF ( Kucia et al, 2004). L’attivazione di numerose vie di segnale si

traduce in una modulazione del traffico cellulare e dell’interazione tra cellule e ambiente circostante.



SDF-1 ¢ una chemochina coinvolta in processi sia fisiologici che patologici: induce I’boming delle cellule
ematopoietiche staminali nel midollo osseo (Moepps ¢ al., 2000) e, aumentando la motilita delle cellule
tumorali CXR4" (Libura e# /. 2002), favorisce la formazione di metastasi. Gioca, inoltre, un ruolo
importante nello sviluppo del sistema vascolare, in quanto, tramite interazione con il recettore CXR4
espresso sulla superficie delle cellule endoteliali (Feil and Augustin, 1998)), esercita un forte effetto
angiogenico sia 7 vitro che in vivo (Salvucci ez al., 2002; Salcedo ef al., 1999).

Attualmente, I’asse SDF-1-CXCR4 rappresenta un bersaglio per interventi terapeutici: la progettazione
di antagonisti per tale sistema puo trovare applicazione nella terapia antitumorale e nella mobilitazione a
livello periferico di cellule staminali ematopoietiche, mentre agonisti potrebbero venire utilizzati per
migliorare I'attecchimento di progenitori ematopoietici nel midollo osseo in seguito a trapianto ( Kucia
et al, 2004), la rigenerazione di organi e tessuti danneggiati o per il trattamento di patologie
cardiovascolare di natura ostruttiva (Carr e# a/, 20006).

SDF-1 ¢ prodotto nell’'uomo in 6 diverse isoforme derivate da splicing alternativo di un singolo gene
localizzato nel cromosoma 10 (Yu e al, 2000). Le varianti maggiormente espresse e meglio
caratterizzate sono: alfa, beta e gamma. SDF-1beta differisce dall’alfa, dal punto di vista della struttura
primaria, per la presenza di 4 amminoacidi addizionali alla regione C-terminale. SDF-1gamma ha una
sequenza C-terminale piu lunga con una sequenza amminoacidica diversa da quella del beta.
Conformazionalmente la citochina consiste di tre domini distinti: una regione N-terminale, un dominio
centrale con tre f-sheet antiparalleli e una regione C-terminale anfifilica ad a-elica (Crump e a/., 1997). La
regione N-terminale (residui 1-18) forma un importante sito recettoriale, in particolare le prime due
posizioni della catena polipeptidica assieme alla sequenza “REFRESH' sono direttamente coinvolte
nell’attivazione del recettore CXCR4 (Luo et al., 1999). Rimane ancora da chiarire se il ruolo della
regione C-terminale sia prettamente strutturale o sia in qualche modo legato alla funzione biologica. 11
frammento N-terminale isolato, conserva la capacita di interagire con CXCR4, ma non risulta in grado
di indurre flussi di Ca®>" e conseguentemente promuovere la chemiotassi di linfociti T (Cai e /., 2004).
Funzioni che vengono riacquistate da sequenze di fusione tra 1 due tratti terminali. Inoltre la presenza di
vari residui carichi positivamente a livello del C-terminale, favorisce l'interazione coi GAG presenti
sulla cellula o sulla ECM (Crump ez al., 1997). In tal modo i GAG immobilizzano e aumentano la
concentrazione locale della chemochina, promuovendo la sua oligomerizzazione e facilitando la sua
presentazione al recettore.

In questa tesi ¢ stato verificato il possibile coinvolgimento della regione C-terminale nell’induzione degli
effetti pro-angiogenici esercitati dal’'SDF-1. A tal fine ¢ stata valutata 7z vitro e in vivo Dattivita
angiogenica di tre gruppi di peptidi. Il primo gruppo conteneva due peptidi, SDF-1«T e SDF-18T, in
cul erano presenti le sequenze naturali del terminale carbossilico delle due forme di splicing. Gli altri due

gruppi comprendevano derivati del’lSDF-1beta, poiché ¢ stato dimostrato che quest'ultimo esercita



attivita antivirali piu intense rispetto alla forma alfa (Crump et al, 1997; Heveker ez al, 1998). In
particolare, nel secondo gruppo erano presenti tre peptidi, SDF-13T Nal70, SDF-18T DPhe70/Nle72 e
SDF-18T Nle72, contenenti tre diverse mutazioni puntiformi nel tratto C terminale. Il terzo gruppo
comprendeva 2 peptidi, Met-SDF-18 NC e SDF-18 NC, nei quali la porzione N-terminale ¢ stata fusa
sequenzialmente con il tratto C-terminale.

I risultati ottenuti hanno evidenziato come il dominio C-terminale sia un elemento strutturale
importante nell’induzione di effetti pro-angiogenici, in quanto solamente i derivati SDF-1aT e SDF-
18T, hanno determinato un aumento di tutti i parametri considerati zz vitro, quali morfogenesi, vitalita e
adesione cellulare e hanno promosso eventi angiogenici /# vivo su CAM. Al contrario, i peptidi
appartenenti agli altri due gruppi, nei quali il tratto C terminale era stato modificato o fuso con una
sequenza N terminale, si sono rivelati o inefficaci o meno attivi o parzialmente dotati di azione anti-
angiogenica.

Poiché i peptidi SDF-1aT e SDF-1B8T, corrispondono al solo tratto C-terminale e non sono, rispetto a
quanto riportato in letteratura, in grado di interagire con il recettore CXCR4, il loro effetto ¢
probabilmente imputabile all'interazione con altre strutture cellulari. Una prima ipotesi prevede
linterazione della regione C-terminale con il recettore, denominato RCD1/CXCR7. Fino a qualche
anno fa si riteneva che il legame di SDF-1 per CXCR4 fosse di tipo esclusivo; il gruppo di ricerca del
Prof. Bachelerie ha individuato invece in CXCR7, un nuovo recettore ad alta affinita di legame per la
chemochina. La proteina a sette domini transmembrana, ¢ implicata nella regolazione di importanti
processi fisiologici, tra cui I'adesione e la sopravvivenza cellulare, e patologici, in particolare lo sviluppo
di tumori in modelli sperimentali animali. CXCR7 infatti ¢ espresso su varie linee tumorali, sulla
membrana delle cellule endoteliali attivate, soprattutto ¢ presente sull’endotelio di vasi tumorali, e pochi
altri tipi cellulari. Al momento non ¢ stato ancora identificato in SDF-1, il tratto amminoacidico
interessato al legame con il nuovo recettore; ¢ stato osservato solamente, che la perdita dei primi tre
residui 'KPV® all’N-terminale, come per CXCR4, comporta una riduzione dell’affinita di legame
(Balabanian et a/., 2005).

Per cui ¢ possibile che i peptidi oggetto di studio leghino tale recettore, espresso nelle colture 7 vitro di
HUVEC (Hatse S. ez al., 2000), e a differenza, percio di CXCR4, il binding e Iattivazione del signaling
intracellulare, coinvolgerebbe direttamente I’altra estremita della proteina nativa.

La seconda ipotesi, formulabile per il peptide SDF-18T, prevede invece un’interazione con i GAG della
superficie cellulare. Infatti, SDF-18 presenta, rispetto all'isoforma alfa, un sito di legame per I'eparina
(PRFKM™), ricco di amminoacidi basici (Dettin e# @/, 2005). Tale motivo assieme a quello presente nel
core (*KHLK?Y), permette il legame ai proteoglicani eparan-solfato, e viene fisiologicamente sfruttato
per modulare la concentrazione locale del ligando e per prevenire eventi di inattivazione proteolitica.

Draltra parte 'immobilizzazione ai GAG puo comportare una riduzione dell’efficacia del peptide, come



evidenziato dal risultati ottenuti nei saggi di morfogenesi, e la richiesta di concentrazioni piu elevate
rispetto all’analogo SDF-1a. Un'altra spiegazione della minor attivita di SDF-18T potrebbe risiedere in
motivi conformazionali di ingombro sterico, a seguito del tratto amminoacidico aggiuntivo. Tali ipotesi
¢ avvalorata dal fatto che mutazioni puntiformi, principalmente di carattere conformazionale e che
aumentano l'ingombro sterico della struttura, precludono in parte I'attivita angiogenica della sequenza
52-68, dominio proteico in cui sembra risiedere I'azione biologica pro-angiogenica evidenziata dai saggi.
Tra i derivati peptidici studiati, SDF-18T Nal 70 (caratterizzato dalla sostituzione di un anello
benzenico in catena laterale della Phe, con un sistema aromatico di due anelli a sei atomi di catrbonio
fusi tra loro, del residuo di Naftilalanina) non ¢ stato in grado di migliorare i livelli di vitalita cellulare e
ha esercitato un effetto inibitorio sulla formazione di strutture tubolari su Matrigel. Inoltre, le differenze
osservate nell’attivita potrebbero anche essere dovute a variazioni nella conformazione del peptide.
Infatti, Dettin e a/. (2005) hanno osservato che, in seguito a legame con eparina, ’estensione dei tratti
ad alfa elica diminuisce in SDF-18T Nal 70, mentre aumenta nel caso di SDF-13T, traducendosi in
una maggiore attivita anti-virale anti-HIV di quest’ultimo peptide.

L’attivita biologica delle chemochine ¢ mediata dal legame ai recettori della famiglia rodopsina-simili
accoppiati a proteine G. La traduzione del segnale, nel caso dei membri della sottofamiglia delle G,
sensibili alla tossina della pertosse (come CXCR4), comporta I'inibizione dell’adenilato ciclasi da parte
della subunita «, e Pattivazione della fosfolipasi C, via subunita By, responsabile dell’aumento di Ca**
citoplasmatico. Altri pathway coinvolti negli effetti indotti dalle citochine sono: la cascata PI-3K-AKT-
NF-:B e quella MAPK-ERK-1/2. Entrambi questi signaling sono legati alla sopravvivenza e
proliferazione cellulare; numerosi studi riportano inoltre, 'associazione tra variazioni della densita dei
vasi del microcircolo e l'attivazione di ERK-1/2 e Ak, in relazione all’espressione di II-8 e VEGF, noti
fattori pro-angiogenici. (Fureder et al., 2006; Jubb et al., 2006). E’ stato dimostrato che I'interazione tra
SDF-1 e CXCR4, analogamente a FGF-2 e altre citochine, attiva molteplici vie di segnale, tra cui quelle
citate precedentemente, e cio¢ la mobilitazione di calcio dai depositi intra-citoplasmatici, la cascata
PLC/PKC, la chinasi ERK-1/2 e la via PI-3K/Akt (Kucia et al, 2004); a queste si aggiungono le chinasi
coinvolte nelle adesioni focali e quelle appartenenti alla famiglia Scr (Thelen et al., 2001), le Jak-STAT e
la PCKE¥ atipica. Quest’ultima ¢ un’isoforma della PKC, recentemente scoperta da Goichberg e
collaboratori (2006) e sembra aver un ruolo rilevante nella modulazione dell’asse SDF-1/CXCRA4.
Diversamente il legame di SDF-1 a CXCR7 non ¢ ancora stato caratterizzato dal punto di vista delle vie
di segnale intracellulari, le uniche evidenze fanno presupporre che il pathway legato al nuovo recettore
sia diverso da quello descritto per i recettori accoppiati a proteine G (Burns ef a/., 2000), tuttavia a
livello delle cellule endoteliali sembra ugualmente mediato dall’attivazione di ERK-1/2 (Hatse 7 al,
2000).



A fronte di quanto riportato, ¢ stata valutata la vitalita cellulare di colture di HUVEC pre-trattate con
alcuni noti inibitori delle vie di segnale, e successivamente incubate con SDF-1aT e SDF-18T. Dai
risultati ottenuti, 'aumento della vitalita cellulare indotto dai peptidi sembrerebbe coinvolgere le stesse
vie di segnale attivate dalla proteina nativa, e da fattori pro-angiogenici. Infatti, il pre-trattamento delle
colture con .LY294002 e con PD98059, ha comportato una significativa e marcata riduzione dell’effetto
proliferogeno dei campioni, facendo ipotizzare un ruolo chiave, rispettivamente, delle cascate PI-3K e
MAPK/ERK-1/2, nell’attivita biologica ossetvata in vitro. 1effetto di entrambi i peptidi ¢ stato
contrastato in modo significativo anche dall’inibitore U-73122, selettivo per la PLC. Unica differenza
tra SDF-1oT e SDF-18T riguarda il coinvolgimento delle chinasi PKC e PKA; al segnale intracellulare
attivato da SDF-18T, sembra partecipare anche una o piu delle isoforme di PKC, mentre alcuna
inibizione ¢ stata riscontrata nella vitalita delle colture trattate con la sequenza alfa C-terminale.

11 ruolo di PKA e della cascata del cAMP, sembrerebbe piu controverso, dato che il suo effetto sull’asse
SDF-1/CXCR4 ¢ sia di tipo positivo che negativo, e a quanto sembra, dipende dalla mediazione o
meno di PKCE (Goinchberg et al., 2004). I trattamento con I’analogo del cAMP, Rp-cAMP, puo da un
lato favorire la sopravvivenza e la proliferazione cellulare indotta da SDF-1, poiché verrebbe meno
l’azione inibitoria diretta della cascata di PKA, su ERK-1/2; dall’altro lato bloccherebbe Ieffetto
attivante, mediato da PKCE, sugli stessi eventi cellulari. A riguardo del diverso comportamento
osservato per i due derivati di SDF-1, questo potrebbe dipendere da piu fattori, in primo luogo dalla
capacita di bilanciare segnali intracellulari positivi e negativi legati alla via del cAMP, dal livello di
attivazione dei vari pathway, e dall'induzione di differenti effettori intracellualri, come ad esempio la
PKC.

Come precedentemente ricordato, nel tratto N-terminale sono presenti sequenze responsabili del
corretto binding al recettore CXCR4 e conseguente attivazione delle vie di segnale. Entrambe le
sequenze 1-8 e 12-17 sono necessarie per indurre la risposta biologica (Crump M.P. ez a/, 1997). 11
motivo RFFESH ¢ importante per un legame ottimale, ma non ¢ sufficiente per lattivazione del
recettore e probabilmente ¢ responsabile solo della fase iniziale di contatto. Successivamente il tratto N-
terminale 1-8 si lega a una tasca tra le eliche, viene cosi indotta una variazione conformazionale del
recettore transmembrana e che permette il legame intracellulare della proteina G e l'inizio della
trasduzione del segnale (Farrens ez al., 1996). L attivazione del recettore richiede la presenza di Lys-1
and Pro-2 all'interno della sequenza 1-8 del tratto N terminale e modificazioni di questi 2 amminoacidi
portano a molecole ad azione antagonista. Anche i peptidi Met-SDF-13 NC e SDF-18 NC mancando
del sito “RFFESH", hanno potenzialmente attivitd antagonista. Infatti, nonostante la presenza della
sequenza C-terminale, SDF-18 NC alla concentrazione piu elevata (100 nM) esercita un effetto anti-
proliferativo ed entrambi mostrano un’attivita parzialmente inibitoria dipendente dalla concentrazione,

verso la formazione di strutture simil-capillari. E difficile dire se 'aumento dell’adesione su piastre



condizionate con tali peptidi sia legata 1) alla presenza di parte del sito di legame per CXCR4; ii) al tratto
C-terminale, dato che, anche SDF-1oT e SDF-13T promuovono, seppur in misura minore, I’adesione al
supporto di coltura; o iii) ad entrambe le condizioni. La possibilita di interagire con piu strutture
recettoriali, grazie alla presenza delle due regioni terminali, assieme tuttavia all'incapacita totale o
parziale, di non portare ad un binding “produttivo” per CXCR4, con conseguente attivazione del segnale
intracellulare, puo spiegare il comportamento duplice osservabile nei saggi zz vitro, in rapporto, inoltre,
ai risultati su CAM. SDF-1 NC infatti, promuove 7z vivo un aumento della densita vascolare con
efficacia comparabile a quella mostrata da i due derivati wild-type del tratto C-terminale, e da FGF-2,
fattore di crescita noto per la sua azione angiogenica.

In conclusione, in questo sutdio ¢ stato evidenziato che:

1. il tratto C terminale del’SDF-1 non ha solo funzione strutturale, ma ¢ responsabile
dell’attivazione di chinasi intracellulati, che inducono # vitro e in vivo una forte effetto
pro-angiogenico;

ii. modifiche puntiformi a carico dei residui Phe70 e Met72, annullano l'azione pro-
angiogenica del tratto C-terminale, e nel caso di un aumento dell'ingombro sterico, si
assiste persino ad effetti di tipo inibitorio;

iit. anche il tratto N-terminale gioca un ruolo nell'induzione dell’angiogenesi e la mancanza
della sequenza di binding RFFESH si traduce in derivati caratterizzati da un’azione mista,
dipendente 7z vitro dalla concentrazione impiegata.

I risultati ottenuti incoraggiano lo svolgimento di ulteriori indagini sia zz vitro che 7n vivo sull’attivita
biologica dei peptidi SDF-1aT e SDF-18T, che potrebbero rappresentare dei promettenti agenti pro-

angiogenici utilizzabili in campo terapeutico.



6. PEPTIDI ANTI-ANGIOGENICI

MOTIVI DI ADESIONE

Nell’ultimo decennio la ricerca di nuovi agenti ad attivita antitumorale si ¢ focalizza nell'individuare
composti attivi su ogni singola fase del processo angiogenico. Dal momento che ogni stadio
dell’angiogenesi coinvolge un’ampia varieta di enzimi, citochine e recettori, vari e differenti sono i
potenziali bersagli per intervenire terapeuticamente in condizioni patologiche sul processo angiogenico
(Liekens ez al., 2001). Come gia accennato in precedenza, "TECM ha un ruolo fondamentale nel supporto
fisiologico per I'adesione cellulare, nella migrazione, nella proliferazione e nel differenziamento delle
cellule endoteliali. L’inibizione delle interazioni cellula-matrice rappresenta dunque un potenziale
approccio nella terapia antiangiogenica e puo coinvolgere due zarget diversi presenti sulla superficie

cellulare: i recettori di adesione, come le integrine, e i recettori glicoproteici di superficie, i proteoglicani

eparan solfato (HSPG).

6.1 SEQUENZE RGD

Le integrine sono un gruppo di recettori di adesione cellulare eterodimerici, costituiti da una subunita «
e una 3 non legate covalentemente, in grado di mediare le interazioni sia cellula-cellula sia quelle cellula-
matrice (Giancotti ez al, 1999). E stato messo in evidenza che alcune proteine del’ECM, come ad
esempio la fibronectina, la vitronectina e la laminina, contengono la sequenza RGD (Figura 6.1) che,
riconosciuta dalle integrine della superficie cellulare, permette alle cellule di ancorarsi alla matrice
(Maeshima et al, 2001). Sulla base di queste considerazioni, studi condotti su peptidi contenenti il
motivo RGD hanno evidenziato la capacita di interferire con ’adesione cellulare, per competizione con
il legame integrine-matrice, e di esercitare un’azione antinflammatoria, anticoagulante, antiangiogenica e
antimetastatica (Vassilev e al., 1999; Romanov e al., 1999). Infatti, l'interruzione dei contatti tra TECM
e le cellule comporta una riduzione della vitalita cellulare in seguito all’attivazione di segnali
proapoptotici trasdotti dalle integrine e legati alla dipendenza di certe cellule all’adesione ad un
substrato, fenomeno definito anoikis (Chen et al., 1997, Montgomery ez al., 1994).

Ad esempio, l'integrina o;@;, un recettore di adesione per i componenti del’ECM che presentano la
sequenza RGD, rappresenta un ottimo farger per la terapia antiangiogenica dal momento che ¢

esclusivamente presente sulla superficie delle cellule endoteliali attivate, ma assente sull’endotelio



quiescente o su altri tipi di cellule (Eliceiri e al, 1999). Recentemente sono state individuate due
molecole: un antagonista peptidico dell’integrina o 3, contenente la sequenza RGD e un anticorpo
monoclonale anti-a;3;, che hanno dimostrato di essere capaci di inibire il segnale di trasduzione
adesione-dipendente da fattori angiogenici, determinando I'apoptosi dell’endotelio attivato (Brower ez
al., 1999). Inoltre, sembra che la sequenza RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) presenti un effetto antimigratorio
e di inibizione della proliferazione indotta da FGF-2 verso le cellule endoteliali di cordone ombelicale
(Aguzzi et al., 2004). Questo effetto ¢ legato all’interazione con le caspasi 8 e 9. Si ipotizza infatti che il
polipeptide possa agire sia a livello superficiale con un meccanismo mediato da integrine, sia all'interno
delle HUVEC scatenando direttamente il processamento e I'attivazione degli effettori del programma di

morte cellulare, svincolandosi dalla mediazione dei recettori di superficie (Aguzzi ez al., 2004).
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Figura 6.1. Struttura della Fibronectina, con ingrandimento del /oop contenete il motivo RGD.

6.2 SEQUENZE DI LEGAME PER L’EPARINA

Oltre al motivo RGD esistono altre sequenze di riconoscimento cellulare in grado di mediare
interazioni e comportamenti cellulari specifici. In particolare gli HSPG della superficie cellulare,
essendo in grado di riconoscere il dominio di legame dell’eparina, permettono legami cellula-ECM
(Dettin ez al, 2005). Gli HSPG sono costituiti da proteine core alle cui catene sono legati i

glicosaminoglicani (GAG) contenenti gruppi eparan solfato. L’interazione cellula-ECM che si instaura ¢



dunque di tipo ionico, poiché coinvolge le catene saccaridiche cariche negativamente dei proteoglicani e
le regioni di binding del’ECM ricche in aminoacidi basici (Hersel ez a/, 2003). Infatti i domini di
binding dell’eparina presentano sequenze del tipo XBBXBX o XBBBXXBX, dove B rappresenta un
aminoacido basico e X un qualsiasi aminoacido non basico (Cardin ez 4/, 1989). Dal momento che
legano proteine della matrice tra cui collagene, TSP, fibronectina e vitronectina, gli HSPG intervengono
sia nell’organizzazione dellECM favorendo l'adesione e la migrazione cellulare, sia in fenomeni

differenziativi e proliferativi.

1pm proteoglycan aggregate

hysluronan
molecule
(GAB)

T

j_“ \ heparan sulfate (GAG)

Figura 6.2. Struttura generale dei proteoglicani

Considerando I'importanza che rivestono le interazioni con la matrice, nel processo angiogenico, in
questo lavoro di dottorato ¢ stato valutato 7z vitro e in vivo, I'etfetto indotto sul processo angiogenico di
alcune sequenze peptidiche riproducenti due diverse tipologie di domini di adesione, progettati
originariamente con il fine di promuovere 'adesione cellulare su biomateriali (Dettin e /., 2005). I due
gruppi di molecole sono cosi composti:

I peptidi conteneti Ia sequenza RGD

¢ il motivo minimo di adesione RGD;

*  GRGDSPK, motivo naturale presente all'interno della fibronectina a cui ¢ stato

addizionato un residuo di lisina al C-terminale per ragioni sintetiche;

* (GRGDSP),K, sequenza lineare costituita dalla ripetizione di quattro motivi RGD;



*  MAPRGDSP), molecola ramificata in cui il tripeptide RGD compare per otto volte
(Figura 4.3);
ii. PIFRHRNRKGY™, sequenza naturale di binding dell’eparina (XBBBXBX) appartenente

alla vitronectina, a cui st legano gli eparan-solfati e denominata HVP (352-360).
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Figura 6.3. Struttura ramificata del peptide MAP(RGDSP).

6.3.6 RISULTATI

6.3.1 Sintesi

I peptidi riproducenti i motivi di legame per recettori implicati nell’adesione cellulare, sono stati
sintetizzati presso il laboratorio del Prof. Di Bello dell’Universita di Padova, Dip. di Processi Chimici
dell’Ingegneria, tramite metodica di sintesi su fase solida automatizzata (sintetizzatore Applied
Biosystems Mod. 431 A) e usando la chimica Fmoc.

Lo schema di sintesi adottato si basa su considerazioni ricavate da precedenti lavori condotti dal gruppo
di ricerca del suddetto laboratorio (Dettin e al., 2002; Dettin et al., 2005; Dottorato di Ricerca Dr.
Roberta Gambaretto, Universita degli Studi di Napoli, “Federico II”).

Tutte le sequenze sono state progettate come peptidi acidi, per cui ¢ stato scelto come supporto solido
la resina Wang, gia funzionalizzata col primo residuo C-terminale della sequenza, come nel caso del
campione MAP(RGDSP), per cui ¢ stata impiegata la resina Fmocg-Lys,-Lys,-Lys-BAla Wang Resin
(0.39 mmol Fmoc/g), e dei motivi GRGDSPK e (GRGDSP), K, accresciuti per ancoraggio alla resina
Fmoc-Lys(Boc) Wang Resin (0.77 mmol/g); mentre per RGD e HVP ¢ stata usata la sola resina HMP.



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA RGD®

Resina HMP 0.92 mmol/g (295 mg; 0.2717mmoli)

Double coupling, 1M DCC/NMP;

Funzionalizzazione resina 2 mmoli Fmoc-Asp(OtBu)-OH
0.1 eq.DMAP l

Fmoc-Asp(OtBu)-Resin 0.67 mmol/g (resa reazione 99.8%)
(373 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Gly-OH,
0.32 mLL. DMAP, 1 mmole aa in NMP
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP
H-RGD —Resin (438 mg)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
95% TFA, 2.5 % TES, 2.5% H,O

H-RGD-OH (101 mg)

SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA
GRGDSPK

Fmoc-Lys(Boc) Wang Resin (0.77 mmol/g) (326 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
0.32 mLL. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH

Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Gly-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP

H-GRGDSPK —Resin (802 mg)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
95% TFA, 2.5 % TES, 2.5% H,O

H-GRGDSPK-OH (238 mg)

!'Schema 6.1. Sintesi RGD e GRGDSPK. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in
particolare D = Asp(OtBu), K = Lys(Boc), R = Arg(Pmc), S = Ser(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA
(GRGDSP),K=

Fmoc-Lys(Boc) Wang Resin (0.77 mmol/g) (330 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
0.32 mLL. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH

Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Gly-OH
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH,
v Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Gly-OH

Fmoc-GRGDSPGRGDSPGRGDSPE—Resin

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 18 min In successione:
Double coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
0.32 mL. DMAP, 2 mmoli aa in NMP Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH,

Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Gly-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP

H-GRGDSPGRGDSPGRGDSPGRGDSPE-Resin (802 mg)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
95% TFA, 2.5 % TES, 2.5% H,O

H-GRGDSPGRGDSPGRGDSPGRGDSPK-OH (237 mg)

!'Schema 6.2. Sintesi (GRGDSP)4K. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in
particolare D = Asp(OtBu), K = Lys(Boc), R = Arg(Pmc), S = Ser(tBu).



SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA
MAP(GRGDSP) »

Fmoc,-Lys,-Lys,-Lys-8Ala Wang Resin (0.39 mmol Fmoc/g)
(694.4 mg; 0.26 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
0.32 mI. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH

Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Gly-OH
Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP

H-(GRGDSP)K,K,K-BAla—Resin (808 mg)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
95% TFA, 2.5 % TES, 2.5% H,O \4

H-(GRGDSP),K,K,K-BAla-OH

SCHEMA DI SINTESI DELLA SEQUENZA HVP

Resina HMP 0.92 mmol/g (295 mg; 0.2717mmoli)

Funzionalizzazione resina 2 mmoli Fmoc-Tyt(tBu)-OH
Double coupling, 1M DCC/NMP;
0.1 eq DMAP

Fmoc-Tyt(tBu)-Resin 0.58 mmol/g (resa reazione 98.1%)
(430 mg; 0.25 mmoli)

Deprotezione, 20% piperidina in NMP, 3 min In successione:
Single coupling, 0.45 M HBTU/HOBt in DMF Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
0.32 mI. DMAP, 1 mmole aa in NMP Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,

Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-His(T'rt)-OH,
Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Phe-OH

Sblocco Fmoc (finale), 20% piperidina in NMP
v
H-FRHNRKGY—Resin (751mg)

Sblocco resina e gruppi laterali, 90 min in
95% TFA, 2.5 % TES, 2.5% H,O

H-FRHNRKGY-OH (104 mg)

12 Schema 6.3. Sintesi MAP@RGDSP) e HVP. Le lettere colorate si riferiscono ad amminoacidi protetti in catena laterale: in
particolare D = Asp(OtBu), H = His(Trt), N = Asn(Trt), K= Lys(Boc), R = Arg(Pmc), S = Set(tBu), Y = Tyr(.tBu).



In quest’ultimo caso, la procedura sintetica ha richiesto lo stp aggiuntivo di /lvading del primo
amminoacido al supporto, via anidride simmetrica, utilizzando come reagentt DCC 1 M in NMP e 0.1
equivalenti di DMAP e impostando coupling doppio. La reazione ha dato in ambo i casi una resa
superiore al 99%.

La strategia di protezione ortogonale delle catene laterali, dato I'impiego del gruppo protettore o-
amminico Fmoc, ha previsto la scelta dei seguenti residui: Asn(Trt), Asp(OtBu), Arg(Pmc), His(Trt),
Lys(Boc), Ser(tBu) e Tyr(tBu).

Brevemente la sintesi delle sequenze ha previsto cicli ripetuti di deprotezione del terminale amminico
dal gruppo Fmoc per trattamento con una soluzione al 20% di piperidina in NMP per 3 min, di una
fase di condensazione con il gruppo carbossilico del’'amminoacido N-a-Fmoc-protetto successivo, in
termini di sequenza, e con formazione del legame peptidico, impiegando una miscela di reazione 0.45
M HBTU/HOBt in DMF e 0.32 mL di DIEA (chimica FastMoc).

Ad eccezione della sequenza (GRGDSP) K, per cui ¢ stato scelto di impostare coupling singoli dalla
posizione P** a quella G, e i rimanenti residui sono stati aggiunti con cicli a doppio compling, per tutti gli
altri motivi sono state ottenute rese di sintesi soddisfacenti, programmando condensazioni singole per
ogni amminoacido.

La fase successiva di sblocco delle catene peptidiche dal supporto solido con contemporanea rimozione
dei gruppi protettori in catena laterale (Schemi 6.1-6.3), ha permesso di isolare i vari campioni grezzi, il cui

profilo cromatografico ¢ visibile nelle figure 6.4-6.8.

4.142

Figura 6.4. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide RGD grezzo condotta nelle seguenti condizioni:



colonna Nova Pak Cyg analitica (4 pm, 60 A, 3.9 x 150 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O;
eluente B, 0.05% TFA in CH3CNj isocratica al 100% di A per 10 min; detector, 214 nm.
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Figura 6.5. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide GRGDSPK grezzo condotta nelle seguenti

condizioni: colonna Nova Pak Cjs analitica (4 dm, 60 A, 3.9 x150 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA
in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 3 al 13% di B in 20 min; detector, 214 nm.
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Figura 6.6. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide (GRGDSP),K grezzo condotta nelle seguenti
condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 Pm, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in
H>0; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dall’8 al 18% di B in 20 min; detector, 214 nm.
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Figura 6.7. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide MAP(RGDSP) grezzo condotta nelle seguenti
condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 Pim, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in
H:O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN; gradiente, dal 8% al 23% di B in 30 min; detector, 214 nm.
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Figura 6.8. Cromatografia analitica in RP-HPLC del peptide (352-360) HVP grezzo condotta nelle seguenti
condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 Pm, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in
H>0; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dallo 0 al 20% di B in 40 min; detector, 214 nm.



i. Purificazione

I grezzi sono stati purificati tramite cromatografia RP-HPLC. Le condizioni impostate per ogni

campione sono di seguito riportate:

L

1.

1ii.

1v.

RGD: colonna semipreparativa Nova Pak HR C,; SP (6 pUm, 60 A, 7.8 x 300 mm;
Waters); flusso, 4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in
CH,CN; isocratica al 100% di A; detector, 214 nm; La purificazione del peptide, cosi
condotta, ha permesso di raggiungere un grado di purezza superiore al 98%;
GRGDSPK: colonna semipreparativa Nova Pak HR C,4 SP (6 Im, 60 A, 7.8 X300 mm;
Waters); flusso, 4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in
CH,CN; gradiente, 100% di A per 20 min e dal 0 al 10% di B in 10 min; detector, 214
nm;

(GRGDSP) K: colonna semipreparativa Delta Pak C i SP (15 Pm, 100 A, 7.8 X 300 mm;
Waters); flusso, 4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in
CH,CN; gradiente, dal 0 al 5% di B in 2 min e dal 5 al 12% di B in 28 min; detector, 214
nm;

MAPRGDSP): colonna semipreparativa Delta Pak C,s SP (15 pm, 100 A, 7.8 x 300
mm; Waters); flusso, 4.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05%
TFA in CH,CN; gradiente, dal 6 al 16% in 40 min; detector, 214 nm;

HVP: colonna semipreparetiva Delta Pak C,4 SP (15 pm, 100 A, 7.8 x 300 mm; Waters);
flusso, 4.0 mL./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH,CN;
gradiente, dal 0 al 5% di B in 1 min e dal 5 al 13% di B in 24 min; detector, 214 nm.

Le varie frazioni raccolte dopo la corsa semipreparativa, sono state analizzate tramite HPLC analitico

nelle medesime condizioni utilizzate per il peptide grezzo, per valutare il grado di purezza.



6.3.3 Caratterizzazione

La caratterizzazione del prodotto purificato ¢ stata effettuata impiegando sia colonne HPLC analitiche,

che, in certi casi, Pelettroforesi capillare. In specifico le condizioni impostate per ogni campioni sono

state:

1.

1ii.

iv.

RGD: cromatografia analitica in fase inversa: colonna Nova Pak C,4 analitica (4 pm, 60
A, 3.9 x 150 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente B, 0.05%
TFA in CH;CN; isocratica al 100% di A per 10 min; detector, 214 nm. La purificazione
del peptide, cosi condotta, ha permesso di raggiungere un grado di purezza superiore al

98.7% (Figura 6.92).

Elettroforesi capillare: capillare in silice di 72 cm; temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV;

detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5. L’integrazione del tracciato
elettroforetico ha fornito un valore di purezza del 99.82% (Figura 6.9b)
GRGDSPK: cromatografia analitica in fase inversa: colonna Nova Pak C,4 analitica (4

Hm, 60 A, 3.9 x 150 mm); flusso, 1.0 mI./min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente
B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente, dal 3 al 13% di B in 20 min; detector, 214 nm.
’omogeneita del campione, quantificata per integrazione del tracciato cromatografico,

ha raggiunto un valore del 98.73% (Figura 6.10a).

Elettroforesi capillare: capillare in silice di 72 cm; temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV;

detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5. L’integrazione del tracciato
elettroforetico ha fornito un valore di purezza comparabile a quello HPLC e pari al

99.05% (Figura 6.10b)
(GRGDSP),K: cromatografia analitica in fase inversa: colonna Vydac C4 analitica (5

Um, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mI/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente
B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente, dall’8 al 18% di B in 20 min; detector, 214 nm. Il
livello di purezza raggiunto il 99.41% (Figura 6.11a).

Elettroforesi capillare: capillare in silice di 72 cm; temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV;

detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5. L’integrazione del tracciato
elettroforetico ha fornito un valore di purezza del 93.77% (Figura 6.11b);
MAPRGDSP): cromatografia analitica in fase inversa: colonna Vydac C,g analitica (5

Um, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H,O; eluente
B, 0.05% TFA in CH,CN; gradiente, dall’8 al 23% di B in 30 min; detector, 214 nm.
L’integrazione del tracciato cromatografico ha fornito un valore di purezza del 98.20%

(Figura 6.12a);

Elettroforesi capillare: capillare in silice di 72 cm; temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV;

detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5. L’integrazione del tracciato
elettroforetico ha fornito un valore di purezza del 92.37% (Figura 6.12b)
HVP: cromatografia analitica in fase inversa eseguita delle seguenti condizioni: colonna

Vydac C,4 analitica (5 pm, 300 A, 4.6 x 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05%
TFA in H,O; eluente B, 0.05% TFA in CH;CN; gradiente, dal 9 al 17% di B in 16 min;



detector, 214 nm. L’integrazione dei tracciati cromatografici ha fornito un valore di
omogeneita massimo del 99.91% (Fig. 6.13a).

Elettroforesi capillare eseguita delle seguenti condizioni: capillare in silice di 72 cmy;

temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV; detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM,

pH 2.5. L’integrazione del tracciato elettroforetico ha fornito un valore di purezza del

100% (Figura 6.13b)
Oltre a fornire indicazioni sul grado di purezza raggiunto, la tecnica RP-HPLC ha permesso di
confermare I'identita del prodotto principale di sintesi, per confronto con i tempi di ritenzione riportati
per 1 medesimi campioni purificati e ottenuti da sintesi precedenti. Ulteriormente sono state effettuate
delle corse cromatografiche iniettando una soluzione composta da un’aliquota di peptide purificato e una

pari quantita di soluzione alla medesima concentrazione di un campione dello stesso gia disponibile in

laboratorio. La coeluizione ha dato conferma sulla riuscita della sintesi.

Per quanto riguarda le sequenze (GRGDSP),K e HVP, a supporto delle evidenze sperimentali del
comportamento in cromatografia analitica, per 'assegnazione dell’identita del prodotto si riportano
anche gli spettri di massa (Fig. 6.14-6.15) eseguiti con uno strumento ESI-TOF (Applied Biosystems
Mariner System 5220).
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Figura 6.9. Caratterizzazione del peptide RGD purificato tramite (a) cromatografia analitica in RP-HPLC
condotta nelle seguenti condizioni: colonna Nova Pak Cjs analitica (4 pum, 60 A, 3.9 x 150 mm); flusso, 1.0
mL/min; eluente A, 0.05% TFA in HyO; eluente B, 0.05% TFA in CH3;CN; isocratica al 100% di A per 10 min;
detector, 214 nm. (b) Elettroforesi capillare condotta nelle seguenti condizioni: capillare in silice di 72 cm;
temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV; detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5.
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Figura 6.10. Cromatografia analitica in RP-HPLC della riunione delle frazioni del peptide GRGDSPK con grado
di purezza superiore al 98% condotta nelle seguenti condizioni: colonna Nova Pak Cys analitica (4 Pm, 60 A, 3.9 x
150 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A, 0.05% TFA in HO; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dal 3 al
13% di B in 20 min; detector, 214 nm. Fig. 32: Elettroforesi capillare condotta nelle seguenti condizioni: capillare
in silice di 72 cm; temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV; detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5.
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Figura 6.11. Caratterizzazione del peptide purificato (GRGDSP);K mediante: (a) cromatografia analitica in RP-
HPLC condotta nelle seguenti condizioni: colonna Vydac Cis analitica (5 Um, 300 A, 4.6 X 250 mm); flusso, 1.0
mL/min; eluente A, 0.05% TFA in H>O; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN; gradiente, dall’8 al 18% di B in 20 min;

detector, 214 nm. (b) Elettroforesi capillare condotta nelle seguenti condizioni: capillare in silice di 72 cm;
temperatura, 30°C; voltaggio, 15 kV; detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5.
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Figura 6.12. Caratterizzazione del peptide purificato MAP(RGDSP) mediante (a) cromatografia analitica in RP-
HPLC della riunione delle frazioni del peptide MAP(RGDSP) con grado di purezza superiore al 98.2% condotta
nelle seguenti condizioni: colonna Vydac Cys analitica (5 pm, 300 A, 4.6 x 250 mm); flusso, 1.0 mL/min; eluente A,
0.05% TFA in H>O; eluente B, 0.05% TFA in CH3;CN; gradiente, dal 8 al 23% di B in 30 min; detector, 214 nm. (b)
Elettroforesi capillare condotta nelle seguenti condizioni: capillare in silice di 72 cm; temperatura, 30°C;
voltaggio, 15 kV; detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5.
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Figura 6.13. Caratterizzazione del peptide purificato HVP mediante: (a) cromatografia analitica in RP-HPLC
condotta nelle seguenti condizioni: colonna Vydac Cis analitica (5 im, 300 A, 4.6 x 250 mm); flusso, 1.0 mL/min;
eluente A, 0.05% TFA in H;O; eluente B, 0.05% TFA in CH3CN;j gradiente, dal 9 al 17% di B in 16 min; detector,
214 nm. (b) Elettroforesi capillare condotta nelle seguenti condizioni: capillare in silice di 72 cm; temperatura,
30°C; voltaggio, 15 kV; detector, 214 nm; tampone, sodio citrato 20 mM, pH 2.5.
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Figura 6.14. (a)Analisi di massa del peptide (GRGDSP),K purificato eseguita con uno strumento ESI-TOF
(Applied Biosystems Mariner System 5220; solvente H,O/CH3;CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)); (b) deconvoluzione

dei picchi [massa teorica = 2424.5 Da, massa sperimentale = 2424.1 Da].
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Figura 6.15. Analisi di massa del peptide HVP purificato eseguita con uno strumento ESI-TOF (Applied
Biosystems Mariner System 5220; solvente H,O/CH3CN/HCOH (50:50:1;v:v:v)); (b) deconvoluzione dei picchi
[massa teorica = 1233.4 Da, massa sperimentale = 1232.6 Da].



6.3.4 Effetti sull’adesione cellulare

E stato valutata la capacita dei peptidi in esame di indurre adesione delle cellule al supporto di crescita,
sia che essi fossero presenti nel mezzo di coltura come fattori solubili, sia usati come condizionamento
della piastra. In tal modo si ¢ voluto riprodurre le condizioni fisiologiche in cui tali motivi possono
interagire con i recettori cellulari: vincolati all’interno delle proteine o liberi nel fluido extracellulare in
seguito all’azione di proteasi.

1l condizionamento di piastre no-tissue con (GRGDSP),K (2 mmol/cm?), ha comportato un aumento
significativo (p < 0.05) dell’adesione cellulare in terreno privo di siero e fattori di crescita, rispetto alle
colture di controllo (tabella 6.1 colonna A), mentre gli altri peptidi si sono rivelati inefficaci.

Per valutare gli effetti delle sequenze di adesione, utilizzate come fattori solubili, sono stati effettuati
ulteriori esperimenti utilizzando terreno MV, contenente siero. Infatti, usando terreno base, non era
riscontrabile alcuna variazione nel comportamento adesivo delle cellule. Come si puo osservare dai dati
riportati in colonna B della tabella 6.1, solamente il peptide contenete quattro motivi RGD ripetuti

linearmente, ¢ stato in grado di diminuire in modo significativo I'adesione delle HUVEC.

Peptide Numero di ::Aellule +D.S. Numero di cBeIIuIe +D.S.
controllo 1,0£0,3 361+5,7
RGD 0,0 362+ 15,1
GRGDSPK 0,0 315+ 68,6
(GRGDSP)4K 118,0+ 22,6 * 10+35*
HVP 1,0£0,3 333+35,8

Tabella 6.1. Adesione delle HUVEC su piastre non trattate per colture cellulari. Colonna A: cellule seminate in
terreno base su pozzetti precedentemente condizionati coi peptidi (2 nmoles/cm?). Colonna B: cellule in MV,
completo supplementato con i peptidi (0.1 mM). I risultati, media di tre esperimenti, sono espressi come numero
di cellule * deviazione standard. * = p<0.05 verso le colture di controllo in pozzetti non condizionati. I risultati,
media di almeno 3 esperimenti, sono stati espressi come numero di cellule che hanno aderito al supporto. t-test di
Student.

6.3.5 Effetti sulla vitalita cellulare

Diminuzioni significative (p<0.05) della vitalita cellulare, sono state osservate in seguito a trattamento
per 24h con i derivati lineari del motivo di adesione RGD, GRGDSPK (0.1 mM) e (GRGDSP),K (0.1
e 0.025 mM), e con il peptide derivato dalla vitronectina, HVP (0.1 e 0.025 mM). In questo contesto,

HVP e il composto lineare contenente 4 sequenze RGD si sono dimostrati piu attivi della sequenza



GRGDSPK contenuta nella fibronectina. Al contrario né la sequenza RGD, né il derivato ramificato
contenente 8 sequenze RGD hanno indotto variazioni della vitalita cellulare rispetto a quanto
determinato nelle colture di controllo (Fig. 13).

Per determinare la causa della diminuzione della vitalita cellulare osservata negli esperimenti precedenti,
¢ stato verificato se i derivati peptidici inducessero un effetto necrotico o apoptotico. La valutazione di
un possibile effetto necrotico ¢ stata effettuata tramite quantificazione del rilascio del’LDH, enzima
che viene liberato nell’ambiente extracellulare in seguito a lesioni della membrana cellulare, tipiche del
processo necrotico. Sia i derivati del’RGD (GRGDSPK e (GRGDSP),K') che quello della vitronectina,
alla concentrazione di 0.1 mM, hanno indotto una significativa diminuzione del rilascio dell’enzima
rispetto a quanto osservato nelle colture non trattate (Fig. 14). Al fine di valutare la presenza di effetti
proapoptotici ¢ stato effettuato il saggio TUNEL, che mette in evidenza la frammentazione del DNA,
evento caratteristico del processo di morte cellulare programmata.

L’incubazione della coltura con le sequenze prima indicate ha portato ad una riduzione del tasso di
apoptosi (Figura 6.18). Questa osservazione ¢ stata inoltre confermata dai risultati ottenuti da un altro
saggio, in grado di quantificare la formazione di oligo-e mononucleosomi (dati non mostrati).

Il motivo tripeptidico non ha indotto alcuna variazione dei parametri necrotici e apoptotici.

| —
%0 HVP
MAP(RGDSP
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Figura 6.16. Vitalita di HUVEC trattate per 24h con 1 derivati peptidici in
studio alle seguenti concentrazioni: blu = 0.1 mM , celeste = 0.025 mM,
celeste chiaro = 0.001 mM. I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono



stati espressi come media * deviazione standard. * = p<0.05 vs controllo; °
= p<0.05 vs 0.1 mM GRGDSPK, t test di Student.
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Figura 6.17. Percentuale di rilascio di LDH da HUVEC trattate per 24h con GRGDSPK, (GRGDSP);K e HVP
utilizzati alla concentrazione di 0.1 mM. I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono stati espressi come media
* deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student.
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Figura 6.18. Percentuale di apoptosi di HUVEC trattate per 24h con GRGDSPK, (GRGDSP),K e HVP utilizzati
alla concentrazione di 0.1 mM. I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono stati espressi come media *
deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student.



Sia il peptide derivato dalla vitronectina sia quelli lineari contenenti una o 4 sequenze RGD (alla
concentrazione di 0.1 mM) hanno inibito in modo significativo I'effetto proliferogeno indotto da FGF-
2 (50 ng/mlL,; Fig. 14) valutato nelle 24 h. In particolare, (GRGDSP),K si ¢ rivelato piu efficace,
rispetto agli altri composti, nel contrastare I’azione della citochina. Il motivo minimo RGD,

riconosciuto dalle integrine si ¢ rivelato invece inefficaci.

HVP/GF2
* [ (GRGDSP)4K/RGF2
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RGD/FGF2 — %O
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Figura 6.19. Vitalita di HUVEC trattate per 24h con 50 ng/ml di FGF-2 in presenza di RGD, GRGDSPK,
(GRGDSP)K o HVP utilizzati alla concentrazione 0.1 mM. I risultati, media di almeno 3 esperimenti, sono stati
espressi come media * deviazione standard. * = p<0.05 vs FGF-2; ° = p<0.05 vs (GRGDSP),K/FGF-2, t test di
Student.



6.3.6 Effetti sulla morfogenesi in vitro

Per valutare 7n vitro effetto dei derivati peptidici sulla morfogenesi, le HUVEC sono state seminate su
Matrigel, un estratto di un sarcoma murino ricco di componenti della membrana basale e ampiamente
utilizzato per determinare 7z vitro 'azione pro-angiogenica o anti-angiogenica di sostanze di origine sia
naturale che sintetica. Sulla sua superficie, le cellule endoteliali si organizzano in modo tale da formare
sulla superficie del gel strutture a maglie chiuse. Dopo 18h di trattamento con i peptidi oggetto di
studio, le colture sono state fissate e per ciascuna di esse sono state acquisite 5 immagini utilizzando un
microscopio a contrasto di fase collegato ad una fotocamera digitale. Su tali immagini, grazie ad un
sistema computerizzato di analisi di immagine, sono stati misurati parametri dimensionali, quali I'area
percentuale coperta dalle cellule endoteliali e la lunghezza totale della rete cellulare per campo, e
parametri topologici, quali il numero di maglie chiuse e i punti di ramificazione per campo.

In figura 4, sono riportati alcuni esempi di immagini relative alle colture in seguito ai vari tipi di
trattamento. In presenza del motivo GRGDSPK, le HUVEC hanno mostrato una maggior tendenza a
formare una rete di strutture simil-capillari rispetto alle colture di controllo. Diversamente il trattamento
con (GRGDSP),K e¢ HVP ha indotto un’inibizione della morfogenesi (Figura 6.20). L’analisi
quantitativa delle immagini raccolte, ha confermato le osservazioni fatte, evidenziando come gia alla
concentrazione di 0.025 mM, GRGDSPK comporti un aumento significativo dei parametri topologici
(Figura 6.21b). La sequenza contenuta nella vitronectina, alla concentrazione piu bassa testata (0.025
mM), e il peptide lineare con quattro motivi RGD, ad entrambe le concentrazioni di 0.1 mM e 0.025
mM, hanno influenzato in modo marcatamente negativo tutti i parametri (Figure 6.21c e 6.21d). 0.025
mM RGD ha dimostrato un effetto inibitorio solo sui parametri topologici (Figura 6.21a). Anche 0.001
mM MAP(RGDSP) ha provocato una diminuzione significativa della lunghezza della rete cellulare e del

numero di maglie rispetto a quanto rilevato nelle colture di controllo (Figura 6.21e).



Figura 6.20. Foto al microscopio ottico a contrasto di fase delle strutture simil-capillari formate dalle HUVEC
coltivate su Matrigel per 18 h: (a) Controllo; cellule trattate con: (b) RGD (0.025mM); (c) GRGDSPK (0.025 mM);
(d) (GRGDSP)4K (0.025 mM); (¢) MAP (0.001 mM); (f) HVP (0.025 mM). Ingrandimento x50.
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Figura 6.21. Analisi quantitative degli effetti di (a) RGD, (b) GRGDSPXK, (c) (GRGDSP)K, (d) MAP e (e) HVP sui
parametri dimensionali (area percentuale ricoperta dalle cellule e lunghezza totale delle maglie, per campo), e
quelli topologici (numero di maglie e numero di punti di ramificazione, per campo) delle strutture a maglie
formate dalle HUVEC. Gli istogrammi (blu = 0.1 mM, celeste = 0.025 mM, celeste chiaro = 0.001 mM)
rappresentano i valoti delle medie * deviazione standard, di 3 espetimenti *= p<0.05 vs controllo, t test di
Student.

Come atteso, il trattamento con FGF-2 (50 ng/ml) ha indotto un aumento della densita di strutture a
maglie chiuse all’interno del Matrigel, determinando un notevole e significativo incremento di tutti
parametri misurati (Figura 6.22). Tale effetto di induzione ¢ stato significativamente contrastato dal
trattamento con (GRGDSP),K 0.1 mM, che ha comportato una diminuzione sia dei parametri
dimensionali che topologici (Figura 6.23). Invece RGD e HVP, testati alla concentrazione di 0.1 mM,

non sono stati in grado di alterare 'aumento dei parametri indotto da FGF-2.



Figura 6.22. Foto al microscopio ottico a contrasto di fase delle strutture simil-capillari formate dalle HUVEC
coltivate su Matrigel per 18 h e trattate con FGF-2 (50 ng/mL) in presenza o meno dei peptidi alla concentrazione
di 0.1 mM. (a) FGF-2; (b) FGF-2/RGD; (c) FGF-2/(GRGDSP).K; (¢) FGF-2/HVP. Ingrandimento x50.
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Figura 6.23. Analisi quantitative dei parametri dimensionali (percentuale dell’area coperta dalle HUVEC (a) e
lunghezza totale delle maglie (b), per campo) e dei parametri topologici (numero di maglie (c) e numero dei punti
di ramificazione (d), per campo) delle strutture a rete create dalle cellule endoteliali seminate su Matrigel. Le
HUVEC sono state trattate con 50ng/ml FGF-2 in ptesenza o meno dei peptidi alla concentrazione di 0.1 mM. I
dati sono espressi come percentuale rispetto alle colture di controllo e gli istogrammi rappresentano il valore
medio * deviazione standard, calcolato su almeno 3 esperiementi. ¥ = p<0.05 verso FGF-2. t test di Student.



6.3.7 LEffetti sull'angiogenesi in vivo
In seguito a trattamento delle CAM con 1 mM RGD, (GRGDSP),K e HVP, I’analisi al microscopio ha

evidenziato un significativo effetto inibiorio verso il processo angiogenico, fisiologicamente presente
negli impiantati di controllo col solo PBS come veicolo (tabella 3) Nei saggi condotti co-
somministrando i campioni (alla dose di 1 mM) assieme al fattore FGF-2 (50 ng/mlL), ¢ risultato che

solo (GRGDSP) K ¢ in grado di revertire significativamente la risposta angiogenica evocata dal fattore

di crescita (Tabella 6.2).

COMPOUND NUMBER OF VESSELS
RGD 4+0%
(GRGDSP),K 34 1%
HVP 442%
RGD + FGF-2 2613
(GRGDSP),K + FGF-2 15+4**
HVP + FGF-2 27+4
FGF-2 28+4
PBS 8+2

Tabella 6.2. Effetti di RGD, (GRGDSP),K e HVP somministrati da soli o in combinazione con FGF-2
sull’angiogenesi in vivo, saggio sulla membrana corioallantoidea embrionale di pollo. * p < 0.001 verso PBS; ** p
< 0.001 verso FGF-2, t test di Student.



6.4 DISCUSSIONE

Da quando Folkman (1971) ha dimostrato come la crescita del tumore sia dipendente dalla
vascolarizzazione e quindi possa essere inibita attraverso un preciso controllo della formazione di neo-
vasi all’interno della massa tumorale, sono state progettate, sviluppate e valutate sia 7 vivo che in vitro
numerose strategie volte a bloccare i vari stadi del processo angiogenico (Cao, 2004). L’utilizzo di
antagonisti di singoli fattori angiogenici non ha fornito risultati soddisfacenti. Infatti, poiché il genoma
delle cellule tumorali ¢ instabile e il tumore ¢ formato da una popolazione di cellule eterogenea, il
pattern di espressione dei fattori proangiogenici puo venire alterato durante lo sviluppo del tumore con
conseguente comparsa di fenomeni di resistenza. Al contrario, gli inibitori dell’angiogenesi che
bloccano direttamente la proliferazione, migrazione e differenziazione delle cellule endoteliali
dovrebbero superare tale inconveniente, poiché il genoma delle cellule endoteliali ¢ stabile. A tale
gruppo appartengono diverse categorie di inibitori proteici e composti chimici, che si sono rivelati
molto efficaci in numerosi modelli animali di tumore (Cao, 2004).

Le cellule endoteliali rappresentano il punto di partenza del processo angiogenico, il cui svolgimento
richiede necessariamente che le EC possano proliferare e migrare all'interno della massa tumorale
solamente se viene garantita la loro adesione alle macromolecole della matrice extracellulare. Questo
puo avvenire tramite riconoscimento da parte delle integrine della sequenza RGD o in seguito
all'interazione tra i HSPG con il dominio di legame dell’eparina.

Utilizzando quindi derivati del’RGD (Vassilev ez a/., 1999; Romanov e al., 1999) o frammenti peptidici
contenenti 1 siti di binding dell’eparina (Cardin ez a/., 1989), ¢ possibile inibire I'adesione cellulare tramite
competizione per linterazione recettore/matrice. In tal modo, la perdita di ancoraggio dovrebbe
indurre segnali pro-apoptotici con conseguente effetto anti-angiogenico.

In questo lavoro sono stati valutati gli effetti di due classi di peptidi. La prima ¢ caratterizzata dalla
presenza della sequenza RGD di legame per le integrine e comprende, oltre al motivo minimo Arg-Gly-
Asp, 1 campioni: i) GRGDSPK, motivo contenuto all’interno della fibronectina con un residuo di lisina
al C-terminale, ii) (GRGDSP) K, peptide lineare contenente quattro motivi RGD e iii) MAP, derivato
ramificato contenente otto sequenze RGD. L’altro gruppo ¢ costituito dalla sola sequenza di legame per
I’eparina, X-B-B-B-X-B-B-X (dove B ¢ un aminoacido basico e X un qualsiasi aminoacido non basico),
contenuta nella vitronectina, e riprodotta nel peptide HVP.

I dati raccolti indicano che Pattivita dei peptidi derivati dal’RGD, appare correlata alle loro proprieta
adesive. Infatti i risultati dei saggi di adesione, mostrano che solo (GRGDSP),K ¢ capace di alterare sia
promuovendo che ostacolando, I'ancoraggio delle cellule alle piastre no-tissue, a seconda che venga
usato, rispettivamente, come condizionamento o fattore solubile. Queste conclusioni si accordano con

le osservazioni derivate da precedenti esperienti (Dettin ez /., 2005) condotti su osteoblasti, estratti da



midollo osseo di ratti Sprague Dawley, e su colture di cellule endoteliali di aorta porcina. (GRGDSP),K
esercita zz vitro una potente attivita anti-angiogenica, superiore a quella registrata dopo trattamento con
RGD, usato come composto di riferimento, e con gli altri derivati della stessa serie. Diminuisce sia la
vitalita cellulare che gli eventi differenziativi su Matrigel, mentre il tripeptide e la molecola ramificata
MAPRGDSP), contenente ben 8 motivi RGD, non hanno modificato la crescita cellulare e hanno
indotto un blando effetto inibitorio sugli eventi morfogenici. Queste evidenze indicherebbero che la
presenza di piu sequenze segnale per catena peptidica, non ¢ una condizione sufficiente per potenziare
lattivita biologica. Inoltre la ripetizione del motivo di adesione in strutture lineari probabilmente
permette una maggior accessibilita del motivo stesso e conformazionalmente risulta piu disponibile per
il riconoscimento cellulare. Come sottolineato, anche i residui fiancheggianti il motivo di adesione
RGD, sembrano essere responsabili di un effetto modulatorio sull’attivita biologica. Infatti
GRGDSPK, che riproduce la sequenza esapeptidica naturalmente presente nella fibronectina con
I'aggiunta per motivi sintetici di una lisina al terminale carbossilico, manifesta un’attivita inibitoria sulla
vitalita cellulare, mentre promuove la formazione di strutture tubulari su Matrigel. 1l fatto che 7 vivo sia
la breve sequenza RGD che (GRGDSP),K evochino una risposta anti-angiogenica, puo essere correlato
a un periodo di incubazione piu lungo, richiesto per il saggio su CAM, rispetto ad un trattamento di
sole 18 h selezionato per il test di morfogenest i vitro.

Inoltre (GRGDSP),K ¢ stato in grado di contrastare efficacemente I'angiogenesi 7z vivo, valutata su
CAM, la vitalita cellulare e l'organizzazione in strutture simil-capillari su Matrigel, indotte da FGF-2,
uno tra i pit importanti fattori coinvolti nel processo di neovascolarizzazione. Da questo punto di vista
gli altri derivati RGD sono risultati inefficaci.

Conseguente al suo rilascio dalle cellule tumorali o stromali o alla sua mobilizzazione dalla matrice
extracellulare, FGF-2 esercita il suo effetto pro-angiogenico sulle cellule endoteliali mediante
stimolazione autoctina e/o paracrina. Legandosi a recettoti titosin chinasici della supetficie cellulare,
stimola la proliferazione e la chemotassi delle cellule endoteliali e la loro morfogenesi su Matrigel, in
conseguenza all’attivazione della proteina chinasi mitogeno-attivata (MAPK), della protein chinasi C e
di alcuni sistemi proteolitici (Presta ez /., 2005). In condizioni fisiologiche FGF-2 ¢ presente nel sangue
in concentrazione pari a 0.6 pM e sopra a 6.0 pM in condizioni patologiche, mentre i suoi recettori
sono presenti in concentrazioni un milione di volte piu elevate. Da cio deriva che FGF-2 esiste
principalmente come fattore immobilizzato, legato alla matrice extracellulare /o alla superficie cellulare
o come complesso circolante. I dati sperimentali raccolti si accordano con quanto concluso da Sahni e
collaboratori (2004), sul fatto che la risposta delle EC alla citochina libera o immobilizzata, ¢ modulata
anche da recettori integrinici, sebbene il meccanismo molecolare di tale regolazione non sia stato ancora
completamente compreso. Sembra che un’interazione diretta tra integrina as3; ¢ FGFR-1 sia richiesta

petr una piena risposta al’lFGF-2. L’interazione integrina a83,;/FGF-2 porterebbe all’assemblamento di



placche di adesione focale contenenti integrine as3; ¢ FGFR-1, la cui presenza ¢ essenziale per
lattivazione di ERK-1/2 e la proliferazione cellulare (Tanghetti ez a/, 2002). In questo contesto
numerosi peptidi contenenti il motivo RGD sono stati sviluppati appunto per bloccare sia i vitro che in
vivo, gli effetti angiogenici indotti da FGF-2.

FGF-2 ¢ una proteina legante 'eparina, GAG caricato negativamente rilasciato nel flusso sanguigno nel
corso di processi infiammatori. Tuttavia, FGF-2 interagisce maggiormente con le catene di GAG ad
eparan solfato attaccate a HSPG. Questi ultimi sono espressi sulla superficie di quasi tutte le cellule
dove si possono trovare come recettori associati alla membrana, come componenti della matrice
extracellulare o rilasciati come molecole libere (Lindahl ez @/, 1994). HSPG modulano I'angiogenesi
interagendo con regolatori positivi e negativi. L’interazione con FGF-2 avviene con bassa affinita ed ¢
mediata dai gruppi solfato carichi negativamente della catena saccaridica, che riconoscono i motivi
contenenti aminoacidi basici (Eriksson ez al., 1991). 1l legame alternato del’FGF all’eparina o a HSPG
(Iiberi o associati alla matrice o alla superficie cellulare) si traduce in una fine modulazione dell’attivita
biologica in vitro e in vivo, attuata tramite controllo della biodisponibilita e dell’interazione con le cellule
endoteliali (Rusnati ez al., 19906). In generale HSPG liberi sequestrano FGF nell’ambiente extracellulare e
agiscono come antagonisti del’FGF. Al contrario i HSPG associati alla cellula attivano direttamente
una via di trasduzione del segnale in risposta a FGF-2, lo internalizzano e sono richiesti per una corretta
presentazione dellFGF al suo recettore, portando alla formazione di un complesso ternario
HSPG/FGF/FGFR (Presta ez al., 2005). L’abilita di FGF-2 di legarsi all’eparina implica che molecole in
grado di interferire con questa interazione possano agire come inibitori dell’angiogenesi. Su tale base
numerose molecole anioniche simili all’eparina e derivati di essa sono stati sviluppati come possibili
agenti antiangiogenici (Presta ez al., 2003).

Sulla base di queste considerazioni, HVP, possedendo il motivo di legame per 'eparina, rintracciato
all'interno della sequenza della vitronectina umana, ¢ in grado d’interagire con gli HSPG di membrana.
A seguito del trattamento delle HUVEC con tale molecola, ¢ stata osservata una significativa riduzione
della vitalita cellulare, I'inibizione della morfogenesi su Matigel e della formazione di vasi negli impianti
su membrana corioallantoidea di pollo, rispetto a quanto visibile nelle colture di controllo non trattate.
Anche se non in grado di interferire con 'adesione di cellule endoteliali, come riportato in precedenza
(Dettin ez al., 2005) e nuovamente confermato in questo lavoro, si puo ipotizzare che le proprieta anti-
angigeniche mostrate, siano riconducibili ad alterazioni dell’interazione HSPG/FGF-2, e conseguente
blocco della stimolazione autoctrino/paractina della citochina. Sebbene HVP riesca a revertire
completamente l'effetto proliferogeno di FGF2, fallisce nell’antagonizzare la risposta pro-angiogenica
indotta su Matrigel e sulla CAM. Al fine di spiegare tali risultati, ¢ bene considerare che molecole, quali
HVP, contenenti motivi basici di legame per l'eparina possono modulare la risposta cellulare

riconducibile al solo FGF-2 immobilizzato, rispetto invece a peptidi che presentano la sequenza RGD,



che possono agire anche sulla forma libera della chemochina, come prima riportato. Inoltre la diversa
modalita di somministrazione di FGF-2 alle colture durante i saggi # vitro di morfogenesi e di vitalita
cellulare, puo essere responsabile, almeno in parte, questi dati contradditori: nel primo caso il fattore di
crescita ¢ addizionato alla sospensione cellulare prima della semina su Matrigel, mentre nell’altro saggio,
I'incubazione coinvolge HUVEC gia adese alla piastra e seminate 24h prima.

La modulazione degli effetti autocrini/paractini del’FGF-2 sulle EC, sembra essere anche coinvolto
nella diminuzione della vitalita cellulare indotta da HVP e (GRGDSP),K. Infatti non sembra esistere
una connessione tra l'inibizione osservata e 'attivazione di eventi necrotici o apoptotici, poiche dai dati
dei saggi di citotossicita 1 peptidi non sembrano attivi nell’alterare la formazione di mono e
oligonucleosomi, o il rilascio di LDH, o piuttosto portano ad una diminuzione di tali eventi rispetto a
quanto avviene nelle colture di controllo.

In uno sguardo d’insieme 1 risultati ottenuti indicano senza dubbio che (GRGDSP),K| possa costituire
un promettente agente anti-angiogenico, il cui meccanismo d’azione sembra essere legato all'interazione
con le integrine, che si traduce in un’inibizione sia dell’adesione cellulare sia degli effetti pro-angiogenici
indotti da FGF-2. D’altra parte gli effetti di HVP, contenente la sequenza di binding per I'eparina,
sembrano riconducibili ad uno squilibrio dell'interazione tra il fattore di crescita e 1 HSPG. L’inibizione
manifestata ¢ comunque di minore intensita se confrontata a quella ottenuta con (GRGDSP) K.
Attualmente sono in corso ulteriori indagini sia i vitro che in vivo per confermare leffettiva potenzialita

anti-tumorale di (GRGDSP),K e per meglio identificare i suoi bersagli a livello molecolare.
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Il fattore di crescita pro-angiogenico FGF-2 ¢ stato impiegato come controllo positivo, mentre il solo
PBS, usato come veicolo, ¢ servito da controllo negativo. Le uova riposte in incubatore, sono state
esaminate giornalmente fino al 12° giorno e fotografate 7 ovo (direttamente sull'uovo, senza la rimozione
dell'impianto) con uno stereomicroscopio dotato di fotocamera, Camera System MC 063 (Zeiss,

Oberkochen, Germany), ad ingrandimento 50x.



La quantificazione della risposa angiogenica indotta, ¢ stata valutata contanto i vasi sanguigni che dalla
CAM sono migrati all'interno dell'impianto e della spugne La conta ¢ stata effettuata da due diversi

esaminatori, in modalita a doppio cieco.

L’analisi statistica dei dati di ciascun campione, media di 20 esperimenti, ¢ stata effettuata con t-test di

Student.



