UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PARMA
FACOLTA DI FARMACIA

Dipartimento di scienze farmacologiche, biologiche e chimiche applicate

Ricerca e
caratterizzazione di
ligandi per efrine chinasi
coinvolte nel processi
tumorali.

Dottorato di ricerca in
“farmacologia e tossicologia sperimentali”

Dottorando: Dott. Carmine Giorgio

Coordinatore: Chiar.ma Prof.ssa Elisabetta Barocelli

Tutore: Dott. Massimiliano Tognolini

XXIII CICLO - TRIENNIO ACCADEMICO 2007-2010



INDICE

SOMMARIO ....uuciuurinnniennniesninisneesssnessssesssanesssssssssssssssssssasessssssses 4
INTRODUZIONE ....iiineiinnienneicnniessnnissnnessssesssssessssesssssessssees 5
STRUTTURA DEI RECETTORI E DEI LIGANDI EFRINICI ........... 5
SIGNALLING MEDIATO DAL SISTEMA EFRINICO...........uuceeuee. 7
ARRESTO DEL SIGNALLING NEL SISTEMA EFRINICO ............ 10
RUOLI FISIOLOGICI DEL SISTEMA EFRINICO..........ccoceuvereunnnen. 12
SISTEMA NERVOSO ....ccoouriiimmreimmressmesesseessssessssssesssssssssssssssssesssssessssssssssnnns 12
SISTEMA IMMUNITARIO ......coevrvimmriiimrieiesieseeeasesseesesesssssssssessssssesssseeesennes 13
PIASTRINE ...t ceeassesesssesessse s 14
PANCREAS ...t seises e eise sttt 14
TESSUTO OSSEO......ouriiureimmriimeeeimseesseessssssssssesssssesssssesssssssssseesesseesesseees 15
CONTROLLO DELL’ARCHITETTURA TISSUTALE E DEL
POSIZIONAMENTO CELLULARE NELL’ADULTO .....ccoomervernreirereereneeee 16
ANGIOGENESLL......oouriiimraiimsiieneseese s sessees s ssse s 18
CANCRO E SISTEMA EFRINICO ....uueiiiineiiinneeeinneeesnneeessnenene 19
ESPRESSIONE NELLE CELLULE TUMORALI .....cccccoomirveirriinneiiecseerecseeee 19
ESPRESSIONE NEL MICROAMBIENTE CIRCONDANTE IL TUMORE............. 20
SOPPRESSIONE O PROMOZIONE DEL TUMORE?.........ccccommrviirrieerrieeeeeennne 20
SISTEMA EFRINICO COME TARGET TERAPUTICO NEI
TUMORI ...ooaeeeetterttenntecetcnttesneeenetesaeesssseessseessasesssssssssssssssssssasens 26
STRATEGIE DI INIBIZIONE DEL SISTEMA EFRINICO .......cccconmerveenerrieeneiennns 26
STRATEGIE DI ATTIVAZIONE DEL SISTEMA EFRINICO..........cccoocouevveemrreuanne. 27
TARGETING DEL SISTEMA EFRINICO PER LA CONSEGNA DI FARMACI,
TOSSINE O AGENTI D’IMMAGINE..........oosivuirriirriereneeieseeseeeessesesseseeseeee 27
SCOPO DELLA RICERCA ......eennensrennensnennensnessaessanens 29
MATERIALI E METODI ......uuiiniiennienneensnnessnneesneessanesanes 30
RISULTATI couccieiientinnnennneecsneensnesssnnesssnsssssnessssssssssessasssssassssns 40
1 STANDARDIZZAZIONE DELLA METODICA DI SCREENING. 40
2 FASE DI SCREENING......uiiiiiittiensnenessneeesssneesssssseessssssesssssnens 46



CONCLUSIONIL..........cceu..

PROSPETTIVE FUTURE

BIBLIOGRAFIA ...............



SOMMARIO

I recettori tirosin chinasici Eph e i loro ligandi, le efrine, giocano un ruolo importante in un
ampio numero di neoplasie umane. Al fine di identificare piccole molecole in grado di
interferire con il legame Eph-ephrin abbiamo messo a punto un saggio di legame di tipo
ELISA.

Il successivo studio di screening ¢ stato condotto su una “in house library” e ha portato
all’identificazione dell’acido litocolico (LCA) come ligando competitivo del sitema
efrinico. Come 1 ligandi e i recettori efrinici, che in generale sono in grado di legarsi in
maniera promiscua, anche LCA non ha mostrato selettivita nell’inibizione di legame
quando testato verso i diversi recettori e ligandi efrinici. Acidi biliari strutturalmente
correlati ad LCA invece, sono risultati essere completamente inattivi sia in studi di binding
che funzionali. Al contrario LCA ha dimostrato di inibire la fosforilazione di EphA2 dopo
stimolazione con ephrinAl-Fc in studi funzionali condotti sulle linee cellulari PC3 e HT29.
Alle dosi impiegate il composto ¢ risultato essere non citotossico e inattivo nei confronti di
altri recettori tirosin chinasici (EGFR, VEGFR, IGFR, IRK) sia quando testato come
agonista che quando impiegato come antagonista. Inoltre LCA ¢ risultato essere inattivo
quando utilizzato come inibitore del dominio chinasico di EphA2 confermando quindi di
interagire con ’interfaccia Eph-ephrin. Infine LCA ¢ stato in grado di inibire la retrazione
EphA2 dipendente e ephrinAl indotta delle cellule PC3.

Il nostro lavoro di ricerca dunque dimostra che !’interfaccia Eph-ephrin pud essere
modulata da piccole molecole e offre un modello sperimentale che potrebbe essere utile
per lo sviluppo di composti interagenti con il sistema efrinico.

Inoltre siccome 1 segnali mediati dal sistema efrinico sono una componente chiave nel
rinnovamento cellulare intestinale organizzato, il nostro lavoro potrebbe fornire un
interessante punto di partenza per ulteriori indagini circa il ruolo di questo acido biliare
secondario nell’omeostasi intestinale.



INTRODUZIONE

I recettori tirosin chinasici Eph (erytropoietin producing hepatocellular) e 1 loro ligandi
efrinici costituiscono un’importante sistema di comunicazione cellulare che, per il ruolo
svolto in processi quali, I’adesione, la migrazione e I’invasione cellulare, nonché nella
proliferazione e sopravvivenza cellulare, ¢ determinante nel corretto sviluppo embrionale e
nel mantenimento dell’omeostasi di molti organi adulti (1). Per il tipo di processi regolati
non deve stupire, che molti studi abbiano correlato 1’alterazione dell’espressione e delle
funzioni del sistema efrinico con lo sviluppo e la progressione del cancro, individuando
quindi nel legame Eph-ephrin un potenziale bersaglio di intervento nell’evoluzione di
nuove strategie antitumorali.

STRUTTURA DEI RECETTORI E DEI LIGANDI EFRINICI

I recettori Eph costituiscono la piu grande famiglia di recettori tirosin chinasici ad oggi
conosciuta. Il primo membro di questa famiglia, EphAl, fu clonato nel 1987 in una linea
cellulare di carcinoma epatocellulare producente eritropoietina, durante uno studio volto ad
identificare geni codificanti per recettori tirosin chinasici (RTK), omologhi all’oncogene
virale v-fps (2). Da allora sono stati identificati nel regno animale 16 recettori Eph, 14 dei
quali codificati anche nel genoma dei mammiferi (3). In base alla loro sequenza
aminoacidica e all’affinita di legame per 1 diversi ligandi efrinici, questi recettori vengono
distinti in 2 gruppi: gli EphA, che contano 10 membri (EphA1-A10) e gli EphB, a cui
appartengono 6 membri (EphB1-B6). Come tutti gli RTK, anche i recettori Eph sono
proteine integrali di membrana costituiti da una regione extracellulare in grado di
riconoscere il ligando, una regione transmembrana ed una citosolica in grado di trasdurre il
segnale. La regione extracellulare dei recettori Eph ¢ caratterizzata da un dominio
globulare ammino-terminale in grado di legare il ligando efrinico, seguito da un dominio
ricco di cisteina e da 2 sequenze di fibronectina III. A livello intracellulare invece 1
recettori Eph presentano un dominio juxtamembrana contenente due residui di tirosina che
subiscono autofosforilazione, il dominio tirosin chinasico ed una coda carbossiterminale,
caratterizzata dai domini SAM (sterile a motif) e PDZ (PSD-95 post synaptic density
protein, Discs large, Zona occludens tight junction protein) (figuralA).

La peculiarita del sistema efrinico risiede nei ligandi dei recettori Eph. Le efrine infatti
sono anch’esse proteine di membrana, che in base al modo in cui sono ancorate al
plasmalemma vengono distinte in due gruppi: le efrine di tipo A (ephrinAl-A6) sono
attaccate alla membrana cellulare mediante glicofosfatidilinositolfosfato (GPI linkage),
mentre le efrine di tipo B (ephrinB1-B3) sono proteine integrali di membrana caratterizzate
quindi da una regione extracellulare e da una coda citosolica (figuralB).
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Figura 1: Struttura dei ligandi efrinici A e B e dei loro recettori (4).

Nel genoma umano sono codificati 9 recettori EphA (EphA1-A8 e EphA10), che legano in
maniera promiscua 5 efrine di tipo A (ephrinAl1-AS5) e 5 recettori EphB (EphB1-EphB4 e
EphB6), che si legano alle 3 efrine di tipo B fin’ora identificate (5). Esistono tuttavia
alcune eccezioni nell’interazione Eph-ephrin. Tra queste vi sono la capacita del recettore
EphA4 di legarsi anche alle efrine di tipo B (6), I’interazione tra EphB2 ed ephrinAS (7) e
la preferenza di legame del recettore EphB4 alla sola ephrinB2.

Strutturalmente, 1’iniziale riconoscimento delle efrine da parte dei recettori Eph ¢ mediato
da due tasche di legame che sono denominate rispettivamente sito di legame ad alta e bassa
affinita (8). Piu in particolare, una tasca recettoriale idrofobica presente nel sito di legame
ad alta affinita, risulta essere determinante per I’interazione Eph-ephrin. II ruolo
fondamentale nell’interazione Eph-ephrin mediato dal sito di legame ad alta affinita ¢
dimostrata dal fatto che peptidi che legano esclusivamente questa tasca di legame sono in
grado di inibire completamente il legame Eph-ephrin (9, 10, 11).

Questa tasca riconosce e lega una regione altamente conservata delle efrine, denominata
GH loop, che fa da ponte tra 1 filamenti B (B strand) G e H delle efrine (12). L’analisi
dettagliata dei 15 residui aminoacidici costituenti il GH loop delle efrine di tipo A rispetto
all'efrine di tipo B ha spiegato perche i recettori EphA leghino preferenzialmente le efrine
di tipo A, mentre 1 recettori EphB interagiscano preferibilmente con le efrine di tipo B (13,
14).

Nello specifico ¢ stato osservato che in posizione 109 le efrine di tipo B hanno
generalmente un residuo aminoacidico ingombrante e polare, come la glutammina o la
leucina, in grado di formare un legame ad idrogeno con la treonina in posizione 38,
altamente conservata nei recettori EphB. Al contrario, la posizione 109 delle efrine di tipo
A ¢ spesso occupata da una serina o da un’alanina, in grado di interagire con un residuo
aminoacidico ingombrante, come la glutammina o la metionina, sito in posizione 38 nei
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recettori EphA. Inoltre, la treonina in posizione 114, caratteristica delle efrine di tipo B,
forma legami di Van der Waals con un residuo aminoacidico di valina sito in posizione 54
nei recettori EphB. Le efrine di tipo A invece in posizione 114 hanno un aminoacido piu
piccolo, mentre la posizione 54 dei recettori EphA ¢ occupata da un aminoacido con una
catena laterale idrofobica ingombrante, come l'isoleucina o la metionina.

Questi studi inoltre offrono informazioni utili a spiegare la capacita del recettore EphA4 di
interagire sia con efrine di tipo A che con le efrine di tipo B. Infatti questo recettore ¢
I’unico tra gli EphA ad avere una valina in posizione 54, esattamente come i recettori
EphB.

Sempre con questi studi infine, potrebbe essere spiegata, almeno in parte, la specificita di
legame del recettore EphB4 per ephrinB2 e non per gli altri ligandi efrinici di tipo B.
Questo recettore infatti si differenzia da tutti gli altri recettori Eph per la presenza di un
residuo aminoacidico di leucina in posizione 95, che in tutti gli altri casi ¢ occupata da
un’arginina (10).

SIGNALLING MEDIATO DAL SISTEMA EFRINICO

Il fatto che le efrine siano proteine di membrana conferisce al sistema efrinico alcune
peculiarita, uniche nel campo degli RTK.

In primo luogo il contatto cellula-cellula ¢ necessario affinche 1’interazione Eph-ephrin
possa avvenire, anche se ¢ stato osservato che efrine di tipo A rilasciate o tagliate dalla
membrana cellulare mantengono la capacita di attivare i recettori Eph sia come monomeri
che come oligomeri (15, 16, 17).

A tal riguardo basti ricordare come fu scoperta la prima efrina. Il gene codificante per
ephrinAl infatti, fu individuato nel 1990 come gene rapidamente inducibile nelle cellule
HUVE (human umbelical vein endothelial) in risposta a fattori pro-infiammatori quali il
TNFa (18). Tale gene codificava per una proteina, allora denominata B61, che veniva
rilasciata nel medium cellulare (19) e in grado di attivare in questa forma solubile e
monomerica i recettori Eph (15).

Nel 2007 invece Alford e colleghi dimostrarono che la forma solubile di ephrinAS, cosi
come ephrinAl, poteva subire oligomerizzazione per azione della transglutaminasi
tissutale. La forma oligomera di queste efrine ¢ in grado di attivare i recettori Eph e di
promuovere 1’invasione e la migrazione delle cellule HeLa (cellule tumorali della cervice
uterina cosi chiamate in memoria di Henrietta Lacks, paziente da cui furono isolate la
prima volta) (16).

Infine nel 2008 ¢ stato riportato da Wykosky e colleghi, che cellule di glioblastoma (GBM)
e di adenocarcinoma della mammella rilasciano, grazie all’azione di metalloproteinasi,
ephrinAl nell’ambiente extracellulare. Questa forma solubile e monomerica di ephrinAl
mantiene una funzionalita biologica in quanto ¢ in grado di legarsi ed attivare i recettori



Eph, causando la loro internalizzazione e down-regolazione, un marcato cambiamento
nella morfologia cellulare e la soppressione della via Ras-MAPK (17).

Il segnale Eph-ephrin mediato invece dal contatto cellula-cellula ¢ unico nel campo degli
RTK. Infatti a seguito dell’interazione recettore-ligando sono 2 i segnali cellulari innescati:
un segnale “in avanti” (forward signal) viene transdotto nelle cellule che esprimono il
recettore insieme ad un segnale “all’indietro™ (reverse signal), che viene innescato nelle
cellule esprimenti il ligando.

Per le efrine di tipo B il reverse signal ¢ sostenuto dalla fosforilazione di residui tirosinici
altamente conservati, siti nella coda citosolica di queste proteine. Tale fosforilazione ¢
mediata da proteine chinasi citosoliche appartenenti alla famiglia delle chinasi Src. Tali
fosforilazioni permettono successivamente 1’associazione dei domini citosolici fosforilati
con proteine citosoliche portanti domini SH2 (src homology 2). Altra associazione
possibile ¢ quella tra il dominio PDZ delle efrine di tipo B e proteine citosoliche contenenti
domini PDZ (5, 20).

Piu difficile invece pensare a come le efrine di tipo A, sprovviste di una coda citosolica,
possano mediare reverse signals. In effetti ad oggi poco si sa al riguardo e I’ipotesi piu
accreditata sembra essere quella di un segnale innescato dai lipidi di membrana (/ipid raft),
su cui le efrine di tipo A sono ancorate. Nello specifico si pensa che a seguito del legame
Eph-ephrin si inducano cambiamenti conformazionali nell’intorno molecolare delle efrine
di tipo A che si traducono nella membrana plasmatica in un segnale che viene captato da
altre proteine di membrana in grado cosi di transdurre segnali all’interno delle cellule. Un
esempio di questo tipo € stato riportato nei neuroni, dove le efrine di tipo A, una volta
legatesi ai recettori Eph sono in grado di attivare le chinasi citosoliche FYN, appartenenti
alla famiglia delle Src chinasi, attraverso il recettore di membrana per il fattore di crescita
dei nervi p75 (21).

Per quanto riguarda il forward signal invece, quello trasdotto dai recettori Eph ¢ del tutto
simile a quello degli altri RTK. Infatti a seguito del legame Eph-ephrin si ha la
dimerizzazione del recettore Eph, 1’autofosforilazione in trans di specifici residui di
tirosina nei domini citosolici del recettore dimerizzato e il reclutamento di proteine
effetrici, dotate di domini SAM, PDZ o SH2, che trasducono a valle il segnale innescato
dal ligando efrinico (figura 2). Le vie di trasduzione del segnale mediate dai recettori Eph
sono numerose ¢ dipendono dal recettore coinvolto e dal tipo di cellula in cui il recettore
Eph ¢ espresso. Tra le proteine coinvolte nella cascata del segnale mediata dall’attivazione
dei recettori Eph sono state individuate: pl20RasGAP (proteina attivante la famiglia delle
GTPasi Ras) (23, 24), diverse proteine GEF (guanine-nucleotide Exchange factors), quali
ad esempio Tiam1 (25), VAV1 e VAV2 (26, 27) ed ephexin (28, 29), FAK (focal adhesion
kinase) (30, 31), proteine contenenti domini PDZ, come la proteina legante Ras AF-6 (32,
33) e infine proteine contenenti domini SH2/SH3 quali le proteine Nck (34), SLAP (35), la
famiglia delle chinasi Src (36, 37) e la subunita p85 di PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase) (38).



Oltre alla generazione di un segnale bidirezionale, studi recenti hanno mostrato come i
componenti del sistema efrinico possano innescare segnali cellulari attraverso altre vie. In
particolare ¢ stato osservato che metalloproteasi e y-secretasi, clivando in successione
recettori Eph o efrine, formano frammenti peptidici, che una volta liberati nel citosol o

nell’ambiente extracellulare sono in grado di generare segnali cellulari (figura 2) (39, 40,
41, 42).
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Figura 2: Struttura dei recettori e dei ligandi efrinici e siti di generazione del signalling cellulare (22).



Infine sia 1 recettori Eph che i ligandi efrinici possono mediare segnali cellulari
indipendentemente dalla loro interazione attraverso l’interazione (cross-talks) con altri
sistemi recettoriali (figura 3).
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Figura 3: Cross-talk tra il sistema efrinico e altri sistemi recettoriali (1).

ARRESTO DEL SIGNALLING NEL SISTEMA EFRINICO

Peculiari nel sistema efrinico risultano essere anche le modalita di arresto del signalling
bidirezionale. In linea generale, ’interazione Eph-ephrin, conseguente ad un contatto
cellulare, genera, tra le altre cose, un segnale di repulsione che spinge le cellule entrate in
comunicazione ad allontanarsi le une dalle altre; cosi facendo si ha 1’interruzione del
signalling efrinico.

In altri casi invece I’interruzione del segnale bidirezionale ¢ mediata dal taglio dei recettori
Eph o dei ligandi efrinici per opera di metalloproteasi, appartenenti alla famiglia delle
ADAM (A disintegrin and metalloproteinase), e di y-secretasi (39, 40, 43, 44, 45, 46)

(figura 4).

In particolare nello studio condotto da Hattori e colleghi (43), si ¢ osservato come il
legame tra ephrinA2 e i recettori Eph venga interrotto da una metalloproteasi, denominata
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kuzbanian, che lega e taglia il ligando efrinico con il risultato di causare la rapida
separazione delle cellule entrate in contatto (neuroni). Sempre nello stesso studio
I’espressione nei neuroni di un mutante di ephrinA2, resistente al taglio proteasico, ritarda
fortemente la separazione cellulare a dimostrazione del fatto che I’attivita proteolitica di
kuzbanian ¢ determinante nell’interruzione dell’interazione Eph-ephrin. Infine si ¢ anche
osservato come la metalloproteasi tagli ephrinA2 stando in posizione cis, ossia sulla stessa
membrana cellulare portante 1’efrina.

A tal proposito invece, in uno studio condotto da Janes e colleghi ¢ emerso come
ephrinA2 venga tagliata in frans, essendo ADAMI10 associata stabilmente al recettore
EphA3 (44).

Infine un altro meccanismo utilizzato dalle cellule per interrompere il signalling
bidirezionale efrinico ¢ quello dell’endocitosi (figura 4). Durante questo processo, I’intero
complesso Eph-ephrin, comprensivo dei domini citosolici dei recettori ed eventualmente
dei ligandi, insieme con le membrane portanti le due proteine interagenti, ¢ internalizzato
o nella cellula portante il recettore o in quella portante il ligando (47, 48, 49, 50).

Le esatte basi meccanicistiche di questo inusuale processo, chiamato trans-endocitosi,
rimangono tutt’ora da chiarire, mentre al contrario, ¢ evidente che il risultato finale di
questo meccanismo consiste nella repulsione e contrazione delle cellule in comunicazione.
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Figura 4: Arresto del signalling bidirezionale (51).
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RUOLI FISIOLOGICI DEL SISTEMA EFRINICO

Come gia accennato, il sistema efrinico gioca un ruolo fondamentale durante
I’embriogenesi, nel corso della quale guida il corretto posizionamento e sviluppo di organi
e tessuti, mentre studi recenti hanno rivelato che i componenti di questo sistema svolgono
un ruolo determinante anche nel mantenimento dell’omeostasi di organi e tessuti adulti,
nonch¢ funzioni cellulari specifiche.

SISTEMA NERVOSO

L attivita dei recettori Eph e dei ligandi efrinici nel sistema nervoso ¢ stata profondamente
indagata e ad oggi si sa che il segnale bidirezionale da essi generato ¢ importante non solo
nei contatti tra neuroni, ma anche nelle comunicazioni neuroni-cellule gliali (52).

I recettori Eph e le efrine hanno un ruolo fondamentale nel sistema nervoso in via di
sviluppo, dove determinano la corretta formazione delle connessioni neuronali guidando
gli assoni nella giusta direzione e posizionamento. Il percorso delle proiezioni di molti
assoni ¢ guidato dai recettori Eph e dalle efrine, distribuiti nel microambiente a formare
gradienti di concentrazione o barriere di fermo. Un esempio che sottolinea il ruolo
importante del sistema efrinico nella formazione del sistema nervoso ¢ dato dai topi
knockout per il recettore Eph4, che presentano circuiti motori corticali e spinali altamente
compromessi (1).

Per quanto riguarda il sistema efrinico B studi in vitro e in vivo condotti sui neuroni della
corteccia e dell’ippocampo ne hanno evidenziato I’importanza nella formazione delle
sinapsi eccitatorie. In particolare ¢ stato dimostrato come il recettore EphB2, anche quando
espresso su cellule non neuronali, ¢ in grado di promuovere la formazione delle strutture
pre-sinaptiche negli assoni di neuroni esprimenti efrine di tipo B. La capacita di
promuovere la specializzazione pre-sinaptica da parte di EphB2 non ¢ stata registrata nei
neuroni ippocampali suggerendo quindi una certa variabilita nei meccanismi che regolano
la formazione delle sinapsi nelle diverse aree del cervello (53).

Efrine di tipo B sono state trovate anche a livello post-sinaptico e a tal riguardo ¢ stata
dimostrata la capacita di ephrinB3, espressa su cellule non neuronali, di promuovere la
formazione di strutture pre-sinaptiche in neuroni posti in co-cultura, presumibilmente
attraverso 1’attivazione dei recettori EphB espressi dagli assoni neuronali (54).

I recettori Eph e le efrine rimangono espresse nel cervello adulto e in particolare in quelle
aree dove 1 circuiti neuronali continuano a essere rimodellati in risposta ai cambiamenti e
agli stimoli ambientali (52). Nello specifico, studi condotti su topi mutanti hanno rivelato
che il sistema efrinico regola la plasticita delle connessioni neuronali in aree come
I’ippocampo, dove 1 cambiamenti nella dimensione e nel numero delle sinapsi sono alla
base dei processi di memorizzazione e apprendimento. Inoltre, sempre nel topo, infusioni
ippocampali di recettori Eph o efrine, dimerizzati attraverso 1’utilizzo della frazione
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costante delle immunoglobuline IgG (Eph-Fc e ephrins-Fc), hanno mostrato di alterare i
processi di apprendimento e memorizzazone dei roditori (52, 55).

Sebbene la localizzazione sinaptica dei recettori Eph e delle efrine non sia stata ancora
pienamente caratterizzata, le indagini nel campo condotte finora lasciano pensare che
I’espressione dei recettori e dei ligandi efrinici si differenzi da regione a regione del
cervello e persino tra le sinapsi di uno stesso neurone (52, 55). Per esempio le efrine di tipo
B sono state trovate espresse a livello pre-sinaptico nell’area CA3 dell’ippocampo di topo
e a livello post-sinaptico nell’area CAl. Sempre nell’area CAl 1 recettori EphB sono
espressi solo a livello post-sinaptico, mentre il recettore EphA4 ¢ espresso sia a livello pre-
che post-sinaptico (56).

I1 sistema efrinico infine, sembra svolgere un ruolo importante nei processi biologici che si
innescano a seguito di lesioni a carico del sistema nervoso; a riprova di questo fatto
numerosi recettori Eph ed efrine risultano essere overespressi nei siti delle lesioni (57). 1
recettori e i ligandi efrinici attraverso il segnale bidirezionale da essi generato potrebbero
sia promuovere il ripristino di appropriate connessioni sinaptiche che impedire la ricrescita
assonica (58). Nello specifico, in uno studio condotto nei topi € stato osservato come il
recettore EphB3, overespresso nei macrofagi reclutati a seguito di lesioni generate a carico
del nervo ottico, sia in grado di promuovere la crescita degli assoni danneggiati esprimenti
ephrinB3 (59).

Altri studi invece stanno facendo emergere il recettore EphA4 come fattore inibente la
ricrescita neuronale (57, 60). A seguito di lesioni al midollo spinale il recettore EphA4
risulta essere overespresso sia negli assoni corticospinali che negli astrociti circondanti la
zona della lesione. Ora, esperimenti condotti su topi knockout per EphA4 e la
somministrazione di peptidi antagonisti del recettore EphA4 in ratti che subiscono lesioni
del midollo spinale suggeriscono che il forward signal mediato da questo recettore induca
la retrazione assonale e impedisca il processo rigenerativo. L’effetto sarebbe mediato
dall’interazione di questo recettore con ephrinB2 ed ephrinB3 rispettivamente espressi
negli astrociti e nella mielina. L’interazione tra ephrinB2 ed EphA4 potrebbe avere anche
un ruolo nella formazione delle cicatrici gliali, che costituiscono vere e proprie barriere
fisiche che impediscono la rigenerazione assonica.

SISTEMA IMMUNITARIO

Molti recettori Eph ed efrine sono espressi negli organi linfoidi e nei linfociti
suggerendone quindi proprietd immunoregolatorie. Nello specifico, il sistema efrinico
sembrerebbe svolgere un ruolo importante nello sviluppo dei timociti in cellule T mature e
nella differenziazione delle cellule T attivate (61).

Infatti topi knockout per il recettore EphA4 presentano un difettoso sviluppo nella
matutazione dei timociti e un ridotto numero di linfociti T periferici (62), mentre I’aggiunta
di EphB2-Fc o ephrinB1-Fc a culture cellulari ottenute da timo fetale murino mostrano un
ridotto numero di timociti, associato ad un aumento dell’apoptosi (55).
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Ad ogni modo tra tutti i componenti del sistema efrinico il recettore EphB6 ¢ al momento
quello maggiormente studiato in questo campo (61). Saggi in vitro condotti su cellule T
EphB6 negative, isolate dalla milza di topi knockout per questo recettore, presentano una
risposta TCR (t cell receptor) mediata compromessa, una ridotta capacita proliferativa e
una minore produzione di linfochine. /n vivo invece, i topi knockout per questo recettore
mostrano risposte immunitarie compromesse nonostante il numero delle cellule T non sia
diverso da quello dei topi wild type (64). Queste evidenze sperimentali lasciano intuire che
il recettore EphB6 funga da corecettore del TCR e in vero ¢ gia stata dimostrata la

necessaria costimolazione attraverso ephrinB1 ed ephrinB2 per una piena risposta T (65,
660).

PIASTRINE

Il signalling mediato dal sistema efrinico gioca un ruolo importante nella crescita e nella
stabilita dei trombi (67). La formazione del trombo coinvolge [’attivazione e
I’aggregazione piastrinica e la successiva formazione del coagulo di fibrina. EphA4,
EphB1 e ephrinB1 sono espresse sulla superficie delle piastrine circolanti e il processo di
aggregazione piastrinica porta 1 2 recettori Eph ad interagire con ephrinBl. 1 segnali
mediati dal sistema efrinico in questo contesto promuovono la retrazione del coagulo
aumentando cosi la stabilita del trombo e riducendo i rischi di una prematura dissoluzione.

PANCREAS

La comunicazione tra le cellule B del pancreas ¢ indispensabile per inibire la secrezione di
insulina durante i periodi di digiuno cosi come aumentarne il rilascio dopo I’assunzione di
cibo. EphAS ed ephrinAS5 sono coespressi nelle cellule B e recenti studi condotti su cellule
in cultura e in vivo su modelli murini dimostrano I’importanza del signalling efrinico nel
controllo dell’omeostasi del glucosio (68).
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Figura 5: Eph-ephrin signalling nel rilascio del glucosio (1).

Nello specifico ¢ stato osservato che quando 1 livelli di glucosio nel sangue sono bassi, il
forward signal mediato da EphAS predomina sul reverse signal mediato da ephrinAS con
il risultato di una riduzione del rilascio di insulina dai granuli secretori. Al contrario
invece, livelli ematici elevati di glucosio causano la defosforilazione del recettore EphAS,

14



che guida una riduzione del forward signal senza che il reverse signal sia al contempo
diminuito. Il risultato quindi ¢ un predominio del reverse signal che risulta in un aumento
del rilascio di insulina (figura 5). Interessante notare come ephrinAS risulti essere espresso
solo a livello delle membrane plasmatiche, mentre EphAS ¢ presente anche sulle
membrane dei granuli secretori. Questo suggerisce che i livelli di EphAS sulla membrana
plasmatica e quindi i complessi EphAS-ephrinAS aumentino a seguito del rilascio di
insulina garantendo quindi un circuito a feedback che regola i livelli di forward e reverse
signal in funzione dei livelli ematici di glucosio.

TESSUTO OSSEO

Un ridotto signalling efrinico di tipo B durante lo sviluppo embrionale pud provocare
malformazioni scheletriche come osservato in topolini mutanti per 1 recettori
EphB2/EphB3 o per ephrinB1 o in individui portanti mutazioni del gene codificante per
ephrinB1 (5, 69).

Oltre a questo ruolo durante lo sviluppo embrionale, il signalling bidirezionale EphB-
ephrinB ha una valenza di rilievo nel regolare I’omeostasi del tessuto osseo nell’adulto
(70). Nello specifico citochine prodotte dagli osteoblasti (cellule specializzate nella
produzione di matrice ossea) stimolano le cellule osteoprogenitrici a differenziarsi in
osteoclasti (cellule specializzate nell’assorbimento della matrice ossea). Questa
differenziazione ¢ promossa dall’attivazione di 2 fattori di trascrizione: c-fos e NFATc].
Tra i geni sotto il controllo di questi 2 fattori di trascrizione vi ¢ anche il gene che codifica
per ephrinB2. EphrinB2 una volta espresso sulla membrana degli osteoclasti lega i recettori
EphB siti sugli osteoblasti e il signalling bidirezionale generato da un lato arresta la
differenziazione degli osteoclasti, mentre dall’altro il forward signal mediato dai recettori
EphB4 siti sugli osteoblasti stimola la loro differenziazione e I’attivita di produzione di
nuova matrice ossea.
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Figura 6: Ruolo nel signalling bidirezionale di tipo B nell’omeostasi del tessuto osseo (1).

Quindi le comunicazioni cellulari contatto dipendente tra osteoclasti e osteoblasti mediate
dal signalling bidirezionale del sistema efrinico B limita la differenziazione osteoclastica a
favore di quella osteoblastica, promuovendo dunque la formazione di nuova matrice ossea.
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CONTROLLO DELL’ARCHITETTURA TISSUTALE E DEL
POSIZIONAMENTO CELLULARE NELL’ADULTO

L’epitelio intestinale rappresenta forse 1’esempio meglio conosciuto di architettura tissutale
governata dal signalling bidirezionale efrinico.

L’intestino ¢ caratterizzato da un epitelio mono-stratificato, ripiegato a formare milioni di
invaginazioni chiamate cripte, che ¢ soggetto ad un rinnovamento cellulare continuo, la cui
omeostasi ¢ mantenuta da un corretto bilanciamento tra i processi di proliferazione,
differenziazione ed apoptosi. Alla base di ciascuna cripta risiede un piccolo numero di
cellule staminali che danno luogo a 3 linee cellulari (le cellule mucosecernenti, le cellule di
assorbimento e le cellule enteroendocrine), che si differenziano migrando verso il lume
intestinale; un quarto tipo cellulare, le cellule di Paneth (PC), riescono a sfuggire a questo
flusso migratorio, rimanendo confinate alla base delle cripte come cellule mature (figura
7).
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Figura 7: Organizzazione cellulare dell’epitelio intestinale (71).
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La principale forza trainante il rinnovamento cellulare organizzato intestinale ¢
rappresentata dal signalling WNT (wingless int), che tra le altre cose regola 1’espressione
dei geni codificanti per i recettori EphB2 ed EphB3. Il recettore EphB2 ¢ presente ad alti
livelli nelle cellule staminali intestinali e la sua espressione decresce gradualmente a mano
a mano che le cellule si differenziano e migrano verso il lume. Il recettore EphB3 invece si
trova espresso solo nelle cellule staminali. Al contrario I’espressione di ephrinBl ed
ephrinB2 ¢ negativamente controllata dal signalling WNT e risultano espresse solamente
nelle cellule intestinali differenziate (72) (figura 8).
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Figura 8: Espressione dei recettori ¢ dei ligandi efrinici nell’epitelio intestinale (72).

Nell’intestino di topi knockout per il recettore EphB3, la localizzazione delle PC non

rimane confinata alla base delle cripte, ma tali cellule si trovano disperse in tutto I’epitelio
(72).

Questo fenotipo € osservato anche in topi knockout per ephrinB1 (73), mentre nei topi
knockout sia per EphB2, che per EphB3 il confine tra il compartimento cellulare
proliferativo e quello differenziato ¢ perso e le cellule della cripta si mischiano invece di
migrare verso il lume in maniera unidirezionale (72).

Queste osservazioni sperimentali dimostrano che il signalling bidirezionale di tipo B ¢
determinante nel fissare i compartimenti cellulari di proliferazione e differenziazione
intestinali e nel determinare la migrazione ordinata delle cellule in via di differenziazione
lungo I’asse delle cripte.

Infine anche il sistema efrinico A potrebbe avere un ruolo nel rinnovamento cellulare
organizzato dell’intestino in quanto ¢ gia stato rilevato un diverso profilo di espressione
degli mRNA di molti recettori EphA ed efrine lungo ’asse delle cripte (74).

Un altro esempio in cui il signalling bidirezionale sembra giocare un ruolo importante ¢
nell’epitelio ghiandolare della mammella. Qui infatti i livelli di espressione di EphA2,
EphB4 ed ephrinB2 sono sotto il controllo degli estrogeni (75). In particolare per quanto
riguarda EphB4 si ¢ osservato che i suoi livelli di espressione variano a seconda dello step
della ghiandola mammaria in via di sviluppo causando una ritardata proliferazione e
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un’incompleta ramificazione dell’albero duttale durante la puberta e la gravidanza come
pure una ritardata apoptosi cellulare al tempo dell’involuzione ghiandolare post
allattamento (76).

ANGIOGENESI

Il signalling bidirezionale efrinico ha un ruolo fondamentale durante lo sviluppo
embrionale del sistema vascolare. In particolare il recettore EphB4 e 1’ephrinB2 mostrano
un modello di espressione complementare che determina i confini tra i vasi venosi
(caratterizzati da elevati livelli di EphB4) e quelli arteriosi (caratterizzati da elevati livelli
di ephrinB2). Inoltre la generazione di specifici modelli murini knockout per EphB4 o
ephrinB2 ha mostrato che entrambi sono essenziali per la morfogenesi dei vasi sanguinei
(77). Infine ¢ stato osservato che ephrinB2 ¢ necessaria per il reclutamento delle cellule
murali (periciti e cellule muscorali lisce) nella parete dei vasi sanguigni, evento chiave per
il corretto funzionamento del sistema vascolare (78).

Poco invece si sa sul ruolo svolto dal sistema efrinico nell’angiogenesi fisiologica
nell’adulto. Nello specifico ¢ stato visto che nel sistema vascolare della retina murina,
usato come modello postnatale dell’angiogenesi, 1’overespressone del recettore EphB4
promuove la formazione di vasi sanguinei piu grandi, caratterizzati da ridotta permeabilita
e da ramificazioni disorganizzate (79). Inoltre ¢ stato osservato che ephrinB2 permane
nelle arterie dell’adulto e nel sottostante manicotto muscolare (80, 81), ma il suo ruolo
fisiologico non ¢ ancora stato chiarito.

I recettori Eph e le efrine sono anche espressi nel sistema vascolare tumorale, dove
promuovono 1’angiogenesi (82, 83, 84).

I principale ruolo nell’angiogenesi tumorale ad oggi ¢ stato attribuito al forward signal
mediato da EphA2 e al reverse signal mediato da ephrinB2, basandosi su una serie di
evidenze sperimentali ottenute in modelli murini sia in vitro, che in vivo. Interessante
sottolineare che il recettore EphA2 non ¢ espresso ne¢ nel sistema vascolare embrionale ne
nei vasi sanguinei adulti quiescenti. L’interazione con ephrinAl, espressa sia sulle cellule
endoteliali tumorali che su quelle stromali ¢ responsabile dell’attivazione del recettore
EphA2 endoteliale, il cui forward signal media la forma e la migrazione delle cellule
endoteliali durante I’angiogenesi patologica. EphA2 inoltre appare essere indispensabile
per le azioni mediate da VEGF (vascular endothelial growth factor), tra le quali la
migrazione delle cellule endoteliali e il loro assemblaggio in strutture capillari (85).

Anche ephrinB2 ¢ stata trovata espressa nel sistema vascolare di molti tumori come pure il
recettore EphB4. L’interazione EphB4-ephrinB2 ¢ stata correlata ad un aumento della
crescita tumorale dovuta ad una qualche azione sull’angiogenesi, ancora da dimostrare. In
vero comunque I’attivazione di EphB4 da parte di ephrinB2 sulle cellule progenitrici delle
cellule endoteliali circolanti incrementa 1’accumulo di queste a livello dei siti di neo
vascolarizzazione (86).
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CANCRO E SISTEMA EFRINICO

Molti recettori Eph e/o efrine sono espressi sia nelle cellule tumorali, che nel
microambiente che circonda la massa tumorale. Le evidenze sperimentali finora raccolte
circa il ruolo del sistema efrinico nei tumori presentano una variabilita tale da portare ad
attribuire a ciascun membro di questo sistema, a seconda della neoplasia studiata e dello
stadio della neoplasia stessa, proprieta promuoventi o sopprimenti i tumori.

ESPRESSIONE NELLE CELLULE TUMORALI

Molti studi hanno correlato i livelli di espressione dei recettori Eph e dei ligandi efrinici
con lo stadio tumorale, il potere metastatizzante e le aspettative di sopravvivenza.

EphA2, ad esempio, risulta essere up-regolato in molte neoplasie e la sua espressione ¢
stata correlata ad un maggior grado di malignita e ad una prognosi infausta in diversi studi
(4, 87, 88, 89).

Anche il recettore EphB4 ¢ ampiamente espresso nelle cellule tumorali e anche in questo
caso ¢ stata trovata una correlazione diretta tra la progressione della malattia e i suoi livelli
di espressione (84, 90, 91).

Altri lavori, al contrario, hanno evidenziato un decremento dei livelli di espressione di
recettori e ligandi efrinici sia in linee cellulari tumorali che in campioni prelevati da
pazienti affetti da neoplasia. A tal proposito EphAl ¢ stato trovato down-regolato negli
stadi avanzati del cancro della pelle e nel tumore al colon (92, 93), mentre i livelli di
espressione di ephrinAS5 risultano essere ridotti nel glioblastoma (94).

Anche per il sistema efrinico B si possono trovare esempi di down-regolazione come ad
esempio negli stadi avanzati del cancro al colon (95, 96, 97, 98).

Invece, in uno studio condotto sul cancro al polmone non a piccole cellule ¢ emerso che il
recettore EphB6 ha un’espressione piu bassa quando il cancro ¢ metastatico, rispetto a
quando il tumore non ¢ metastatico (99).

Questi esempi evidenziano come il profilo di espressione di ciascun componente del
sistema efrinico possa variare da tumore a tumore e nello stesso tumore a seconda del suo
stadio. Per tentare di conciliare questa variabilita emersa nelle indagini fin’ora effettuate,
alcuni gruppi di ricerca, basandosi su studi condotti nel cancro al colon, ipotizzano
un’iniziale up-regulation dei recettori Eph, che puo successivamente essere seguita da un
silenziamento epigenetico, mediante 1’ipermetilazione del promotore genico, che si traduce
in una ridotta espressione negli stadi avanzati della neoplasia (93, 95, 96, 97). Questa
teoria, essendo al momento limitata ad una casistica particolare (il cancro al colon) e non
avendo ancora trovato riscontro in altri tipi di neoplasie non puo essere presa come assunto
generale.

Interessante infine, il modello di espressione inverso di EphA2 e dei sui ligandi eftrinici di
tipo A, riscontrato in 28 linee cellulari di cancro alla mammella (100). In questo studio si
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mostra che il recettore EphA2 ¢ un target trascrizionale diretto del pathway Ras-raf-
MAPK, attivato dai fattori di crescita, mentre I’espressione di ephrinAl viene inibita dalla
stessa via.

Un analogo modello di espressione si ¢ riscontrato anche per diversi recettori EphB,
quando comparati con le efrine di tipo B sia in linee cellulari di cancro alla mammella (95)
che nei primi stadi del cancro al colon (101).

ESPRESSIONE NEL MICROAMBIENTE CIRCONDANTE IL TUMORE

Come gia detto le interazione EphA2-ephrinAl e EphB4-ephrinB2 giocano un ruolo molto
importante nell’angiogenesi tumorale e non ¢ un caso che diversi recettori Eph e ligandi
efrinici siano up-regolati nelle cellule vascolari da fattori derivati dai tumori e dall’ipossia.
Per esempio il TNFa (tumor necrosis factor-a), il VEGFA (vascular endothelial growth
factor A) e HIF2a (hypoxia-inducible factor 2a) sono in grado di up-regolare ephrinAl in
culture cellulari endoteliali (102, 103, 104), mentre I’espressione di ephrinB2 risulta essere
stimolata da VEGF.

Al contrario invece, poco si sa riguardo le comunicazioni, mediate dal sistema efrinico, che
intercorrono tra il tumore e altri tipi cellulari infiltranti la massa tumorale, quali ad esempio
i fibroblasti attivati o le cellule del sistema immunitario. Nonostante questo, appare chiaro
che le comunicazioni mediate dal sistema efrinico tra questi due comparti cellulari abbia
un ruolo centrale nell’omeostasi tumorale e si spera che studi futuri possano chiarire le
modalita e i meccanismi di questa comunicazione.

SOPPRESSIONE O PROMOZIONE DEL TUMORE?

Come gia accennato il segnale bidirezionale attivato dal sistema efrinico puo avere sia
proprieta inibenti che promuoventi la crescita tumorale. Ad oggi si € portati a pensare che
ciascun membro di questo sistema possa agire sia come oncogene che come
oncosoppressore a seconda del contesto cellulare in cui si trova espresso.

In molte linee cellulari tumorali, i recettori Eph sembrano essere altamente espressi, ma
scarsamente attivati dalle efrine (1, 84, 91, 101, 105, 106). Questo ¢ stato il primo indizio a
suggerire che il forward signal mediato dai recettori Eph dopo stimolazione con il ligando
efrinico, potesse giocare un ruolo antitumorale.

Questa ipotesi ha trovato successivamente conferma in molti studi in cui si € osservato che
I’attivazione dei recettori Eph attraverso 1’utilizzo di ephrins-fc (proteine ricombinanti
delle efrine, dimerizzate attraverso 1’ausilio della frazione costante degli anticorpi) puo
inibire la proliferazione, la sopravvivenza, le capacita migratorie e di invasione di molte
linee cellulari poste in cultura come anche la crescita tumorale in vivo in diversi modelli
murini (5, 84, 98, 101, 107).

Il ruolo antitumorale che pud essere svolto dai recettori Eph ¢ stato anche dimostrato
valutando gli effetti causati dal silenziamento dei geni codificanti questi recettori. Al
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riguardo, molto interessante uno studio condotto nel 2009 inerente il ruolo di EphB4 nel
tumore al colon (108). In questo lavoro ¢ emerso che la modulazione dei livelli di questo
recettore in diverse linee cellulari di carcinoma del colon provoca una diversa crescita
tumorale quando le cellule vengono impiantate in topi. In particolare bassi livelli di EphB4
sono associati ad una crescita piu veloce. Sempre in questo studio 1’inattivazione di un
allele di EphB4 in topi APC™™" (topi mutanti per I’allele APC, che spontancamente
sviluppano tumori multipli nell’intestino), provoca una maggiore capacita proliferativa sia
del tessuto epiteliale normale che della massa tumorale, lo sviluppo di tumori piu grandi
nell’intestino tenue e di un numero maggiore di tumori nell’intestino crasso. Infine gli studi
in vitro, condotti sulle stesse linee cellulari impiegate negli xenograft, mostrano che la
perdita di EphB4 conferisce alle cellule un’aumentata capacita invasiva attraverso la
matrice extracellulare.

L’attivita antitumorale del forward signal mediato dall’attivazione dei recettori Eph
potrebbe essere ascrivibile al loro naturale ruolo nell’omeostasi tissutale, dove
promuovono ’inibizione della crescita contatto dipendente e la transizione da un fenotipo
mesenchimale (cellule mobili e non polarizzate) ad uno epiteliale (cellule polarizzate,
caratterizzate da alti livelli di E-caderine e scarsa mobilita).

Il ruolo antitumorale che pud essere svolto dai recettori Eph ¢ sottolineato anche
dall’individuazione di alcune strategie che le neoplasie mettono in atto al fine di
minimizzare il forward signal.

In alcuni tumori ad esempio si registrano elevati livelli di recettori Eph, ma bassi livelli di
ligandi efrinici con il risultato di avere un signalling efrinico quasi del tutto assente (95,
100, 101).

Un’alternativa alla riduzione dei ligandi efrinici al fine di ridurre il forward signal dei
recettori Eph puo essere rappresentata dalla perdita delle E-caderine (109). In uno studio
condotto nel 1999 si dimostrava infatti che nell’epitelio non trasformato del seno (cellule
MCF-10A, MCF-12A e MCF-2) il recettore EphA2 risulta essere fosforilato e localizzato
ai siti di contatto cellula-cellula, mentre nelle linee cellulari di cancro al seno metastatico
(linee cellulari MDA-MB-231, e cellule MDA-MB-435), che mancano delle E-caderine,
EphA2 ¢ presente a livelli piu alti, ma in forma non fosforilata e ridistribuito in regioni del
plasmalemma non interagenti con le cellule vicine. Il ripristino dell’espressione delle E-
caderine nelle cellule tumorali comporta un allineamento del recettore EphA2 a quello
dell’epitelio non trasformato in termini di localizzazione e grado di fosforilazione.
L’attivazione del recettore EphA2 attraverso il ripristino delle E-caderine o attraverso la
stimolazione del recettore EphA2 con anticorpi ad attivita agonista riduce la crescita delle
cellule tumorali e la loro adesione alla matrice extracellulare.

Il forward signal dei recettori Eph pud anche essere modulato negativamente attraverso
I’attivita di tirosin fosfatasi (110, 111). Uno studio del 2008 mostra come le cellule
leucemiche LK63, esprimenti il recettore EphA3 rispondono all’ephrinAS acquisendo un
fenotipo adesivo e polarizzato piuttosto che un fenotipo non polarizzato-non adesivo.
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Questo effetto ¢ dovuto al mancato signalling da parte di EphA3 nonostante il legame con
ephrinAS, mediato dall’iperattivita delle fosfatasi fosfotirosiniche di queste cellule. In uno
studio del 2002 invece si dimostrava che le proprieta trasformanti di LMW-PTP (low
molecular weight protein tyrosine phosphatase) sulle cellule epiteliali del seno erano
ascrivibili alla sua attivita di defosforilazione sul recettore EphA2, che scavalcava in
questo modo il forward signal mediato dal legame di EphA2 con i ligandi efrinici (111).

Infine il forward signal mediato dai recettori Eph potrebbe essere inibito nei tumori
attraverso mutazioni dei geni codificanti per questi recettori e a tal proposito esempi di
mutazioni che impediscono ai recettori Eph di legare i ligandi efrinici o che ne
impediscono la funzionalita chinasica sono gia stati riportati in letteratura (112, 113, 114).

Se pur meno numerosi, la letteratura riporta anche esempi in cui ¢ il reverse signal mediato
dai ligandi efrinici ad avere un ruolo antitumorale.

In uno studio condotto da Li e colleghi nel 2009 si mostra come in cellule di glioma umano
U373 il ripristino dell’espressione di ephrinAS5, che nel glioma primario ¢
significativamente ridotto rispetto ai livelli di ephrinAS del tessuto normale, riduce la
tumorigenicita di queste cellule attraverso la riduzione dei livelli di EGFR (epidermal
growth factor receptor), riconosciuta oncoproteina in questo tipo di neoplasia (94). La
stimolazione con EphA2-Fc (al fine di indurre solo il reverse signal) di queste cellule
transfettate con ephrinAS5 ¢ sufficiente a ridurre i livelli di EGFR.

Anche le efrine di tipo B hanno dimostrato di poter transdurre segnali antitumorali (5, 20,
115, 116). A tal riguardo molto interessante uno studio condotto su cellule di
adenocarcinoma di colon (HT-29) nel 2008 (115). In questo lavoro si mostra che ephrinBI1,
normalmente non attivata in queste cellule tumorali, ¢ in grado di competere con la GTPasi
Cdc42 per ’associazione con PARG6, proteina ponte per il complesso PAR-6/aPKC/Cdc42-
GTP. Questo complesso, importante per la formazione delle tights junctions, risulta quindi
essere inibito nelle HT-29 da ephrinB1 non fosforilata/non attivata. L’attivazione del
ligando efrinico attraverso 1’impiego di EphBI1-Fc, provoca la fosforilazione dei residui
citosolici di ephrinB1, che si dissocia da PAR6, consentendo quindi il ripristino del
normale complesso regolante la formazione delle tights junctions.

Diversi sono anche gli esempi riportati in letteratura in cui i componenti del sistema
efrinico promuovono lo sviluppo e la crescita tumorale.

In uno studio del 2009, condotto da Genander e colleghi, si dimostra come nell’adenoma
intestinale il recettore EphB2 sia in grado allo stesso tempo di promuovere la
proliferazione cellulare e di inibire la crescita invasiva. In questo lavoro viene mostrato che
il posizionamento cellulare ¢ regolato dai recettori EphB indipendentemente dalla loro
attivita chinasica, che al contrario stimola la proliferazione cellulare. Durante la
progressione tumorale 1’adenoma diviene carcinoma silenziando EphB2 solo dopo aver
sganciato il pathway che stimola la proliferazione cellulare dal forward signal mediato da
EphB2 (117).
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Ancora, ’attivazione del forward signal di EphA2 o EphB4 ha dimostrato di promuovere
una migrazione di tipo ameboide nelle cellule tumorali e di essere in grado di
destabilizzare le giunzioni epiteliali di adesione in varie linee cellulari tumorali (118, 119).

Nello specifico Fang e colleghi, lavorando su cellule tumorali del seno 4T1, naturalmente
esprimenti EphA2 ed ephrinAl, dimostrano che la fosforilazione del recettore e la sua
attivita chinasica contribuisco almeno in parte alla malignita tumorale. Per dimostrare
questo hanno sviluppato varianti di EphA2 mancanti o del dominio citosolico o portanti
una mutazione puntiforme che inibisce I’attivita chinasica. Le 4T1 transfettate con questi
mutanti di EphA2, una volta impiantate nel cuscinetto adiposo mammario dei topolini,
inducono lo sviluppo di tumori di dimensioni minori € con una minore capacita di formare
metastasi al polmone, caratteristica quest’ultima dovuta ad una difettiva attivazione di
RhoA GTPasi e di conseguenza dei processi di mobilita cellulari (118).

In uno studio condotto da Yang e colleghi si mostra invece che i recettori EphB, e in
particolare EphB4, regolano la migrazione delle cellule di melanoma murine. In particolare
le cellule piu maligne e metastatiche, le SW1, esprimono livelli piu alti di EphB4, totale e
fosforilato, rispetto alle cellule di melanoma C19 e C23, meno maligne e meno
metastatiche. Sempre le SW1, una volta transfettate con un mutante di EphB4, mancante
della porzione citosolica o portante una mutazione puntiforme inattivante nel dominio
chinasico, mostrano capacita migratorie significativamente ridotte. Inoltre la capacita
migratoria di queste cellule puo essere contrasta con 1’impiego di EphB2-Fc che funge da
antagonista nell’interazione tra EphB4 e le ephrinB cellulari. Come nel lavoro riportato sul

recettore EphA2 anche in questo caso il forward signal di EphB4 promuove la migrazione
attivando RhoA GTPasi (119).

Un altro studio, riguardante sempre il ruolo del sistema efrinico nel melanoma, mostra che
sulle linee cellulari C8161 (cellule umane di melanoma cutaneo metastatico) e MUM-2B
(cellule umane di melanoma uveale metastico) il forward signal mediato da EphA2 ¢
importante nel sostenere il processo di mimica vasculogenica (processo assomigliante alla
vasculogenesi embrionale, che consiste nella formazione nel microambiente, da parte delle
cellule tumorali, di un network di strutture tubulari ricce di matrice, che clinicamente
aumenta il rischio metastatico) (120).

I ruolo oncogenico che possono avere i recettori Eph ¢ sottolineato anche dal fatto che la
down-regolazione di EphA2 o EphB4 attraverso 1’utilizzo di siRNAs (small interfering
RNAs) o oligonucleotidi antisenso ha mostrato di ridurre la malignita delle cellule tumorali

in cultura e inibire la crescita tumorale in vivo in diversi modelli di cancro murino (90, 91,
121, 122, 123)).

Inoltre I’overespressione di EphA2 causa la trasformazione oncogenica delle cellule
epiteliali della mammella sia in cultura che in vivo (105, 124).

In particolare Zelinski e colleghi nel 2005 dimostrarono che la semplice overespressione
del recettore EphA2 nelle cellule epiteliali non trasformate del seno MCF-10A, era
sufficiente a trasformare le cellule e a conferire loro un potenziale tumorigenico.
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Curiosamente la stimolazione del recettore con il ligando efrinico era in grado di revertire
la crescita maligna e I’invasivita delle MCF-10A trasformate, sottolineando che Ie
proprieta oncogeniche del recettore erano indipendenti dalla sua attivita chinasica (105).

In casi come questi, in cui cio¢ I’overespressione di un recettore Eph ¢ accompagnata da
bassi livelli di attivazione, I’attivita oncogenica dei recettori Eph ¢ indipendente dalla
stimolazione efrinica e dalla loro attivita chinasica, ma bensi dovuta ai loro domini
citosolici, che recenti lavori mostrano come parte integrante di pathways di altri segnali
oncogenici (106, 116, 125, 126).

A tal riguardo EphA2 ha mostrato di mediare alcuni dei segnali oncogenici sostenuti dai
membri della famiglia degli EGFR, come la migrazione cellulare in vitro o la crescita
tumorale e metastatica in un modello murino di cancro alla mammella (125, 126).

Nel primo studio, condotto nel 2007 da Larsen e colleghi, si dimostra che nelle linee
cellulari HNS (cellule di carcinoma umano del collo e della testa) e A431 (cellule
epidermoidi di carcinoma umano), la stimolazione di EGFR, naturalmente overespresso in
queste cellule, induce 1’espressione di EphA2, che risulta essere determinante nel processo
di migrazione sostenuto da EGF. Infatti il silenziamento di EphA2, mediante siRNA in
queste due linee cellulari inibisce il processo di migrazione indotto da EGF. Curiosamente
anche la stimolazione di EphA2 con ephrinAl-Fc provoca lo stesso effetto, sottolineando
ancora una volta la dicotomia che puo sussistere tra recettore attivato e non attivato (125).

Nel secondo studio invece, condotto nel 2008 da Brantley-Sieders e colleghi, si mostra il
ruolo determinante dell’espressione di EphA2 in un modello murino transgenico di
carcinoma mammario (Neu, topolini sovraesprimenti ErbB2). In questi animali infatti il
contemporaneo silenziamento di EphA2 impedisce 1’iniziazione tumorale e la progressione
metastatica nell’epitelio della mammella. L’analisi istologica ed ex-vivo condotta sui topi
Neu wild type per EphA2, dimostrano che questo recettore aumenta la proliferazione
cellulare e la motilita cellulare. Analisi biochimiche successive hanno infine evidenziato
che Dattivita oncogena di EphA2 ¢ indipendente dalla stimolazione con il ligando, ma ¢
dovuta all’interazione fisica con ErbB2, che utilizza nel suo downstream del segnale i
domini citosolici del recettore Eph.

Sempre EphA2 sembra essere necessario per 1’invasivita mediata dalle Src chinasi in
culture cellulari di carcinoma al colon (116).

Infine recentemente Miao e colleghi hanno rivelato il connubio che puo esistere tra Akt ed
EphA2 (106). Akt ¢ una serina/treonina chinasi citosolica, che media molti dei segnali
mediati dai fattori di crescita. In questo lavoro si mostra come EphA2 sia substrato di Akt e
che la fosforilazione su un residuo di serina in posizione 897 sia indispensabile per il
signalling mediato da Akt, che determina la migrazione e 1’invasione di cellule di glioma
umano O373 e di cancro della prostata PC-3M. Interessante notare inoltre gli effetti della
stimolazione di EphA2 con ephrinAl-Fc: da un lato si arresta il pathway di Akt, che non
riesce piu ad utilizzare come substrato EphA2, mentre dall’altro il forward signal innescato
dall’interazione tra EphA2 ed ephrinAl-Fc porta a disattivare la stessa Akt.
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Anche se le conoscenze al riguardo sono inferiori, in letteratura si possono trovare lavori
che mostrano come pure il reverse signal mediato dai ligandi efrinici possa promuovere la
crescita e lo sviluppo dei tumori.

A tal proposito in un lavoro del 2005 condotto da Lida e colleghi si dimostra che ephrinAl
¢ altamente espresso in campioni di carcinoma epatocellulare, quando comparato con
campioni prelevati da tessuto epatico non trasformato, e che in cultura la trasfezione di
cellule di epatoma HLE con ephrinAl promuove la proliferazione di queste cellule, mentre
il silenziamento di questo ligando efrinico in cellule Huh7, mediante un oligonucleotide
antisenso, ne inibisce la proliferazione. In questa neoplasia gli effetti proliferativi e
promuoventi la crescita tumorale di ephrinAl sono dovuti all’induzione nell’espressione di
geni correlati al ciclo cellulare (p21), all’angiogenesi (angiopoietinl e trombospondinal) e
all’interazione cellula-cellula (RhoGTPasi, integrine e metalloproteasi) (127).

In uno studio condotto nel 2006 da Campbell e colleghi si dimostra invece che
I’espressione di ephrinAS nei fibroblasti murini aumenta il potenziale oncogenico cellulare
attraverso un incremento del comportamento invasivo e della crescita indipendente da
ancoraggio. Infatti fibroblasti 3T3 transfettati con ephrinAS5 e stimolati con EphA5-Fc
formano colonie cellulari piu grandi rispetto a quelle formate dalle cellule non trasfettate,
quando cresciute in soft-agar; inoltre queste cellule trasfettate mostrano un potenziale
invasivo maggiore che ¢ mediato dall’attivazione di chinasi Src tramite il reverse signal di
ephrinA5 (128).

Anche il reverse signal mediato da ephrin di tipo B pud mediare segnali promuoventi la
crescita e lo sviluppo tumorale (129, 130, 131).

Jiang e colleghi nel 2008 dimostrarono che ephrinB1 ¢ overespressa nei linfociti T maligni
e che la sua attivazione mediante EphB3-Fc sopprime le risposte cellulari di tipo adesivo e
promuove un comportamento invasivo (130).

Analoga funzione sembra avere ephrinB2 nel glioblastoma (GBM). Nello studio condotto
da Nakada e collaboratori nel 2010 si mostra come ephrinB2 sia altamente espresso in
campioni di GMB rispetto ai livelli presenti nel cervello normale e studi condotti in vitro
su cellule di glioma U87 altamente invasivo evidenziano il ruolo di ephrinB2 nei processi
di migrazione ed invasione. Infatti in questa linea cellulare la stimolazione di ephrinB2 con
EphB2-Fc accresce le proprieta migratorie e invasive di queste cellule, mentre I’impiego di
un anticorpo bloccante ephrinB2 contrasta significativamente sia la migrazione che
I’invasione cellulare (131).
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SISTEMA EFRINICO COME TARGET TERAPUTICO NEI TUMORI

Le conoscenze, riguardo il ruolo svolto dai membri del sistema efrinico nelle neoplasie
umane, sono ancora limitate e contraddistinte da una marcata dicotomia, che appare
dipendente dal sistema cellulare coinvolto e dallo stadio della neoplasia studiata. Ad ogni
modo, diverse strategie sono state prese in considerazione sia per interferire con il sistema
efrinico, nei casi in cui promuove lo sviluppo tumorale, che per aumentarne la funzione nei
casi in cui sembra invece giocare contro la crescita del tumore. Inoltre, dato che molte
neoplasie sembrano contraddistinte dall’overespressione di uno specifico recettore Eph o di
un’efrina, molecole altamente selettive per questi target molecolari, potrebbero essere
sfruttate per una veicolazione specifica di farmaci, tossine o peptidi antigenici stimolanti
una risposta immunitaria.

STRATEGIE DI INIBIZIONE DEL SISTEMA EFRINICO

Ad oggi sembra chiaro che il sistema efrinico svolga un ruolo determinante nel
promuovere 1’angiogenesi tumorale e quindi I’inibizione di questo sistema potrebbe
risultare utile nella terapia antiangiogenica cosi come in quelle neoplasie dove il sistema
efrinico sembra promuovere la crescita tumorale.

Tre sono le strategie fin’ora indagate al fine di ridurre il signalling efrinico: lo sviluppo di
inibitori chinasici dei recettori Eph, 'impiego di siRNAs o oligonucleotidi antisenso e
infine la ricerca di molecole in grado di interferire con il legame Eph-ephrin.

Tra gli inibitori del dominio chinasico Eph, possono essere annoverati alcuni selettivi
bloccanti per il recettore EphB4 sviluppati da alcuni gruppi di ricerca (132, 133, 134), o
alcuni inibitori chinasici designati per altri target molecolari che sono risultati in grado di
inibire anche I’attivita dei recettori Eph (135, 136, 137) (figura 9).

Molecules Targets Activity
Kinase inhibitors

Anilinopyrimidine derivatives EFHE4* ATP competitors
Eenzenesulfonamide derivative EPHE4* ATP competitor
XL647 (also known as EXEL-7647)F EPHE4* ATP competitor
Xanthine derivatives Eph receptors ATP competitors
LDN-211004 Eph receptors ATP competitor
Pyrido[Z.3-d]pyrimidine PD173055 Eph receptors ATP competitor
Miletinib and analogues® Eph receptors ATP competitors
Dasatinib Eph receptors* ATP competitor

Figura 9: Inibitori chinasici dei recettori Eph. *In sperimentazione clinica (5).

Tra questi, il caso piu conosciuto, ¢ sicuramente quello del Dasatinib, che oltre alle chinasi
della famiglia Src e Abl ¢ in grado di inibire anche EphA2 ed altri recettori Eph (135, 136).
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XL647 (o EXEL-7647) invece, inibitore somministrabile per via orale di EGFR ¢ VEGFR
¢ attualmente in fase di sperimentazione clinica nel cancro al polmone anche come
inibitore di EphB4 (137).

L’inibizione del legame Eph-ephrin ¢ un’altra strategia che ha gia dato risultati nella
terapia antiangiogenica. A tal riguardo EphA2-Fc e il monomero solubile di EphB4 hanno
gia dimostrato di essere in grado di inibire la crescita tumorale in diversi modelli murini
inibendo ’angiogenesi associata allo sviluppo del cancro e sostenuta dall’attivazione del
signalling efrinico (103, 138, 139, 140, 141, 142).

L’inibizione dell’interazione proteina-proteina pud essere anche raggiunta attraverso
I’impiego di peptidi (143, 144) e anticorpi (145).

Riguardo 1 peptidi, 1 primi successi nel campo si sono ottenuti tra il 2003 e il 2005 grazie al
lavoro del gruppo di ricerca di Pasquale, che ha portato all’identificazione dei primi peptidi
in grado di riconoscere 1 recettori EphA (143) ed EphB (144) a seguito di un lavoro di
screening basato sul phage display.

Tra gli anticorpi invece, ¢ da ricordare il lavoro condotto nel 2002 da Mao e colleghi, che
svilupparono una serie di anticorpi monoclonali diretti verso la sequenza extracellulare di
EphB2 e uno di questi, denominato mAb 2H9 risulto efficace nell’inibire il legame tra
EphB2 e i suoi ligandi efrinici e la conseguente fosforilazione da essi indotta (145).

STRATEGIE DI ATTIVAZIONE DEL SISTEMA EFRINICO

Nelle neoplasie in cui il forward signal dei recettori Eph sembra giocare un ruolo
antitumorale, la stimolazione del sistema efrinico potrebbe rappresentare un nuovo
approccio terapeutico e i risultati ottenuti fin’ora sia in vitro che in vivo utilizzando 1
ligandi efrinici ricombinanti dimerizzati (ephrin-Fc) lasciano ben sperare.

Come per la ricerca degli antagonisti del sistema efrinico, anche nel campo degli agonisti
dei recettori Eph la letteratura riporta gia esempi di peptidi o anticorpi monoclonali in
grado di attivare i recettori Eph e il forward signal da esso sostenuto.

TARGETING DEL SISTEMA EFRINICO PER LA CONSEGNA DI FARMACI,
TOSSINE O AGENTI D’ IMMAGINE

L’overespressione di molti recettori e ligandi efrinici nelle neoplasie potrebbe essere
sfruttato in terapia per la veicolazione mirata di farmaci e tossine mediante coniugazione
con anticorpi selettivi per 1 membri del sistema efrinico.

A tal riguardo sono risultati molto promettenti due studi condotti coniugando un anticorpo
selettivo rispettivamente per EphB2 o per EphA2 con derivati del farmaco peptidico
auristatina, inibitore della polimerizzazione della tubulina (145, 146).

Nello specifico, nello studio condotto da Mao e colleghi nel 2002 e che porto alla scoperta
di mAb 2H9 come anticorpo monoclonale agonista del recettore EphB2, la coniugazione di
questo anticorpo con monometilauristatina E permette di eliminare selettivamente cellule
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tumorali esprimenti EphB2 in vitro (cellule di fibrosarcoma HT1080 transfettate con
EphB2). Lo stesso trattamento per via intraperitoneale inoltre ¢ in grado di inibire
significativamente la crescita tumorale in vivo, dopo iniezione sottocutanea di queste
cellule in “nude mice” (145).

Analoghi risultati si sono ottenuti nel 2008 quando Jackson e colleghi hanno coniugato un
anticorpo monoclonale specifico per EphA2 (mAb 1C1), da loro stessi scoperto, con
monometilauristatinafenilalanina. In particolare la somministrazione intraperitoneale del
coniugato ¢ risultato efficace in vivo nel contrastare la crescita tumorale sia di cellule di
adenocarcinoma prostatico PC3 impiantate sottocute in “nude mice” sia di cellule di
glioma di ratto F98 o RG2 impiantate nei ratti Fisher (146).

Risultati incoraggianti sono anche arrivati dall’impiego di nano particelle d’oro ricoperte di
ephrinA1l nel trattamento fototermico di culture cellulari tumorali prostatiche caratterizzate
da elevati livelli di EphA2.

Infine gli elevati livelli di recettori e ligandi efrinici nelle neoplasie potrebbero essere
sfruttati in diagnostica per la veicolazione, sempre mediante anticorpi, peptidi o efrine
ricombinanti, di agenti di immagine per la rivelazione della massa tumorale.
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SCOPO DELLA RICERCA

Il lavoro svolto durante questa mia esperienza dottorale ¢ da inserirsi in un contesto piu
ampio di uno specifico progetto di ricerca, finanziato dall’associazione italiana ricerca sul
cancro (AIRC), volto ad identificare ligandi selettivi per il sistema efrinico.

Al fine di raggiungere tale obiettivo si € reso necessario:

- Progettare, mettere a punto e convalidare un modello sperimentale “in vitro”
economicamente sostenibile per lo screening iniziale.

- Allestire una libreria di composti la piu chimicamente diversificata possibile al fine
di aumentare le possibilita di successo.

- Eseguire lo screening sulla libreria allestita.

- Caratterizzare farmacologicamente in maniera piu approfondita quei composti
risultati piu promettenti nella prima fase di screening.

- Mettere a punto modelli sperimentali funzionali “in vitro” al fine di chiarire la
natura agonista o antagonista dei ligandi selezionati, nonché I’efficacia e la
selettivita nei confronti del sistema efrinico.

- Ottimizzare il/gli hit di partenza al fine di ottenere ligandi piu affini e potenti.
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MATERIALI E METODI

ELISA SCREENING

Tutti 1 composti testati, sono stoccati alla concentrazione di 20mM in dimetilsolfossido
(DMSO), conservati alla temperatura di -20°C e saggiati alla concentrazione iniziale di
50uM, DMSO 1%. Solo le molecole spiazzanti almeno il 40% del legame di ephrinAl-Fc
biotinilata (R&D systems, BT602) da EphA2-fc (R&D systems, 639-A2-200) sono oggetto
di ulteriori indagini miranti ad una piena caratterizzazione farmacologica. In breve il test
consiste nel:

- Incubare overnight a 4°C 100ul/pozzetto di EphA2-fc alla concentrazione di
Iug/ml in PBS sterile (0,2g/1 KCI, 8,0g/1 NaCl, 0,2KH,POs, 1,15g/l Na,HPO,, pH
7,4), utilizzando piastre ELISA high binding da 96 pozzetti (constar).

- Lavare i pozzetti 3 volte con 300ul di wash buffer (0,05% tween 20 in PBS, pH
7,5) e incubare la piastra per 1h a 37°C con 300ul/pozzetto di blocking solution
(0,5% BSA in PBS, pH 7.5).

- Lavare e incubare i pozzetti per 1h a 37°C con 90ul dei composti oggetto di
screening (sciolti in PBS, DMSO 1%) o DMSO 1% utilizzato come controllo.

- Aggiungere 10ul di ephrinAl-Fc biotinilata ad una concentrazione pari alla sua Kd
(calcolata di lotto in lotto) o una concentrazione equivalente di Fc (Millipore,
AGT714) per i bianchi. Incubare per 5 ore a temperatura ambiente.

- Lavare e aggiungere 100ul/pozzetto di streptavidina-HRP (Sigma, S5512) alla
concentrazione di 0,05pg/ml in una soluzione di BSA 0,5% in PBS, pH 7,5.
Incubare per 20 minuti a temperatura ambiente.

- Lavare e aggiungere 100ul/pozzetto di tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma, T2885)
alla concentrazione di 0,Img/ml in stable peroxide buffer (11,3g/l acido citrico,
9,7¢g/1 di sodio fosfato, pH 5,0) addizzionato al momento dell’uso con 0,02% di
H,0;. Incubare 20 minuti a temperatura ambiente.

- Bloccare la reazione colorimetrica aggiungendo a ciascun pozzetto 100ul di HCI
3N.

- Leggere 1’assorbanza a 450nm mediante ELISA plate reader (Sunrise, TECAN,
Svizzera).

La percentuale di inibizione del legame tra EphA2-fc ectodomain ed ephrinAl-Fc
biotinilata da parte di ciascun composto viene quantificata mediante la seguente formula:

% inibizione = 1 — [(assorbanza pozzetto sostanza — bianco) / (assorbanza pozzetto
DMSO 1% - bianco)]*100

Tutte le molecole, che alla concentrazione di 50 uM avevano prodotto una inibizione
maggiore o uguale al 40% in questo studio di screeninig preliminare, sono testate nello
stesso saggio a dosi diverse al fine di costruire curve complete di spiazzamento,
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indispensabili per la determinazione dell’ICsy del ligando. Per le molecole di maggiore
interesse ¢ stata determinata la Ki e il coefficente di Hill costruendo curve di saturazione di
ephrinA1-Fc biotinilata in assenza e in presenza di concentrazioni crescenti del composto
in studio.

I valori di ICsy degli inibitori di legame e i valori di Kd delle curve di saturazione di
ephrinAl-Fc biotinilata ottenute con o senza il composto in studio, sono stati calcolati
usando una regressione non lineare mediante Prism Software (GraphPad Software Inc.). I
valori di Ki degli inibitori di legame sono stati ottenuti tramite analisi di Schild.
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SAGGIO DELL’ATTIVITA CHINASICA

Il saggio commissionato alla Cerep valuta 1’eventuale interferenza dei composti in studio
con il dominio chinasico del recettore EphA2. Il saggio viene eseguito valutando il grado
di fosforilazione di un substrato (il peptide Ulight-TK, 50nM) indotto dal recettore EphA2
in presenza o meno del composto di interesse. La staurosporina ¢ utilizzata come controllo
positivo (Cerep, 3055).
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SAGGIO DI VITALITA CELLULARE

La citotossicita dei composti in studio ¢ stata valutata mediante saggio colorimetrico con
MTT (Sigma-Aldrich, M2128) seguendo questo protocollo:

Seminare le cellule (HT-29 o PC3) in piastre da 96 pozzetti alla concentrazione di
10°cellule/ml.

Trattare 1 pozzetti con il composto di interesse o DMSO 1% (utilizzato come
controllo) alle concentrazioni appropriate.

Incubare per 2, 24, 48 o 72 ore.

Aspirare il medium di cultura

Aggiungere a ciascun pozzetto 100ul di  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro (MTT) alla concentrazione di 1mg/ml in medium di
cultura. Incubare per 2h.

Allontanare il medium di cultura e lavare i pozzetti una volta con 100ul di PBS.
Sciogliere 1 cristalli di formazano formatisi in ciascun pozzetto con 100ul di
DMSO.

Leggere 1’assorbanza a 550nm mediante ELISA plate reader.

La vitalita cellulare a segutio di ciascun trattamento ¢ valutata rapportando il valore medio

di assorbanza rilevato nei pozzetti trattati con il valore medio di assorbanza di quelli trattati
con il solo veicolo. Saggio eseguito in triplicato.

% vitalita = (assorbanza media nei pozzetti trattati — bianco) / (assorbanza media nei

pozzetti veicolo - bianco)*100
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SAGGIO DI LEGAME MEDIANTE PC3 CELL LINE

- Incubare overnight a 4°C 100ul/pozzetto di ephrinAl-fc (R&D systems, 602-Al-
200) alla concentrazione di lug/cm2 in PBS sterile, utilizzando piastre ELISA high
binding da 96 pozzetti.

- Lavare i pozzetti 3 volte con 300ul di PBS e bloccare la piastra per 1h a 37°C con
300pl di albumina di siero bovino (BSA) 1% sciolto in PBS.

- Lavare e aggiungere a ciascun pozzetto 100ul di una sospensione di cellule PC3
alla concentrazione di 5x10° cellule/ml, precedentemente incubate con il composto
di interesse 0 DMSO 0,5% (utilizzato come controllo) in vials tenute in agitazione
su di uno shaker per 30 minuti. Incubare a 37°C per 1h.

- Lavare e quantificare la quantita di cellule aderenti mediante colorazione con MTT.
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LISATI CELLULARI

- Seminare le cellule (PC3 o HT-29) in piastre da 12 pozzetti alla concentrazione di
10°cellule/ml in medium completo.

- Lasciare crescere le cellule nei pozzetti fino ad una confluenza di circa il 40%.

- Sostituire il medium di cultura con lo stesso medium, privato pero di FCS, una
volta raggiunta la confluenza desiderata.

- Lasciare le cellule overnight in questa condizione.

- Trattare le cellule con ephrinAl-Fc o EGF in presenza o assenza dei composti in
studio.

- Aspirare il medium di cultura.

- Lavare i pozzetti una volta con PBS sterile e solubilizzare le cellule con lysis buffer
(1%NP-40, 20mM Tris pH 8,0, 137mM NaCl, 10% glicerolo, 2mM EDTA, ImM
sodio ortovanadato, 10pug/ml aprotinina, 10pg/ml leupeptina).

- Trasferire i campioni in vials e lasciarli in agitazione su di uno shaker per 30 minuti
a4°C.

- Centrifugare i campioni a 14000 x g per 5 minuti a 4°C.

- Trasferire il supernatante in nuove vials e conservare a -70°C fino ad utilizzo.

Il contenuto proteico nei campioni di supernatante ¢ valutato mediante BCA protein assay
kit (Thermo scientific). I lisati sono impiegati per la determinazione, mediante saggi
ELISA, di phospho-EphA2 e phospho-EGFR.
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DETERMINAZIONE DI PHOSPHO-EPHA2 E PHOSPHO-EGFR

La fosforilazione di EphA2 ed EGFR viene misurata mediante 1’utilizzo di DuoSet® IC
Sandwich ELISA Kit (R&D systems, #DYC4056 e #DYC1045 rispettivamente), seguendo
il protocollo della ditta:

- Incubare overnight a temperatura ambiente 100ul/pozzetto dello specifico anticorpo
di cattura all’appropriata concentrazione di utilizzo in PBS sterile, utilizzando
piastre ELISA high binding da 96 pozzetti.

- Lavare i pozzetti 3 volte con 300ul di wash buffer e incubare la piastra per 1h a
37°C con 300ul/pozzetto di block buffer (1% BSA, 0,05% NaNj; in PBS, pH 7,4).

- Lavare e aggiungere a ciascun pozzetto 100ul di lisato. Incubare per 2h a
temperatura ambiente.

- Lavare e aggiungere 100ul/pozzetto di anticorpo di riconoscimento, diluito in una
soluzione di BSA 0,1% in PBS. Incubare per 2h a temperatura ambiente.

- Lavare e aggiungere 100ul/pozzetto di TMB alla concentrazione di 0.1mg/ml in
stable peroxide buffer addizionato al momento dell’uso con 0,02% di H,O,. Incubare 20
minuti a temperatura ambiente.

- Bloccare la reazione colorimetrica aggiungendo a ciascun pozzetto 100ul di HCI
3N.

- Leggere I’assorbanza a 450nm mediante ELISA plate reader.

I1 grado di fosforilazione di EphA2 o EGFR di ogni lisato ¢ rapportato ai valori ottenuti nei
lisati della stessa piastra trattati con ephrinAl-Fc o EGF in presenza del solo veicolo
(DMSO 1% o PBS) utilizzato per le soluzioni dei composti in studio. Tali valori sono
assunti arbitrariamente come 100%.
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ATTIVITA NEI CONFRONTI DI IRKpB E IGFR

L’eventuale attivita dell’acido litocolico nei confronti dei due recettori ad attivita tirosin
chinasica IRKJ (insulin receptor kinase ) e IGFR1p (insulin like growth factor receptor) ¢
stato commissionato alla CEREP (Cerep, G153 ¢ G163 rispettivamente) ed effettuato
sfruttando 1’alpha tecnology (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

In breve:

- Seminare cellule HepG2 (per IRK) o cellule A431 (per IGFRI) in micropiastre
alla concentrazione di 4*10%cellule/ pozzetto e incubare per 5 minuti con LCA o
solo veicolo (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS).

- Stimolare per 10 minuti le cellule HepG2 con insulina 100nM e le cellule A431 con
IGF1 5nM.

- Lisare e incubare per 2 ore con un accettore fluorescente (alphalLISA protein A
beads ricoperte con anti-phospho-IRKf o anti-phospho-IGFR1p).

- Aggiungere un donatore di fluorescenza (streptavidin coupled-beads ricoperte con
anti-IRKf o anti-IGFR1pB) e incubare per 2 ore.

- Leggere con microplate reader (EnVision, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) a
Kex=680nm e a Aem=500nm e 600nm. Le lettture saranno proporzionali alla
quantita di recettore fosforilato.
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ATTIVITA NEI CONFRONTI DI VEGFR

L’eventuale attivita dell’acido litocolico nei confronti del recettore tirosin chinasico
VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) ¢ stato commisionato alla CEREP

(Cerep, G142) ed effettuato sfruttando la spettroscopia dielettrica cellulare.

In breve:

Seminare cellule HUVE (human umbelical vein endothelial) in piastre da 96
pozzetti alla concentrazione di 5*10%cellule/pozzetto.

Il giorno seguente sostituire il medium di crescita con HBSS addizzionato di
HEPES 20mM e lasciare equilibrare per 75 minuti in presenza o assenza dell’acido
litocolico.

Stimolare con VEGF 0,InM e monitorare per 10 minuti per via
impendenzometrica.
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SAGGIO FUNZIONALE DI RETRAZIONE DELLE PC3

- Seminare le PC3 in piastre da 12 pozzetti e lasciarle crescere fino a una confluenza
di circa il 60%.

- Sostituire il medium di cultura con lo stesso medium privato pero di FCS.

- Lasciare le cellule overnight in questa condizione.

- Trattare le cellule con il composto di interesse o con il solo veicolo (DMSO
0,25%). Lasciare incubare per 20 minuti.

- Agginugere ephrinAl-Fc o Fc (utilizzato come controllo) alla concentrazione di
0.5png/ml.

- Monitorare il cambiamento morfologico cellulare nel corso di 30 minuti utilizzando
un microscopio e scattando fotografie ai tempi 0, 5, 10, 20 e 30 minuti.

- Analizzare le foto mediante Imagel.

La percentuale di cellule che si retraggono in risposta al trattamento con ephrinAl-Fc ¢
valutata considerando per ciascun trattamento un minimo di 100 cellule (rappresentative di
tutto il pozzetto) di morfologia iniziale (t 0”) allungata. Ciascuna di queste cellule ¢ contata
come retratta se al termine del periodo di osservazione (t 30’) ha assunto forma
rotondeggiante e/o area totale inferiore almeno al 25% dell’area iniziale.

L’efficacia dei composti in studio ¢ stata quantificata rapportando il numero di cellule
rispondenti ad ephrinAl-Fc nei pozzetti trattati con il composto di interesse rispetto al
numero di cellule rispondenti ad ephrinA1-Fc nei pozzetti trattati con il solo veicolo.
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RISULTATI

1 STANDARDIZZAZIONE DELLA METODICA DI SCREENING

La scelta sul modello sperimentale da adottare per la fase di screening ¢ caduta su un test
ELISA tipo sandwich, data la disponibilita sul mercato sia del dimero della frazione
extracellulare del recettore EphA2, sia del dimero biotinilato della frazione di ephrinAl in
grado di legare EphA2. In questo modo, incubando il recettore EphA2-Fc su piastre ELISA
high binding, ¢ possibile quantificare il legame del ligando ephrinAl-Fc biotinilato
mediante ’utilizzo di streptavidina-HRP e grazie allo sviluppo di colore con opportuno
substrato (TMB nel nostro caso).

Una volta deciso il modello sperimentale ¢ stato necessario standardizzarlo analizzando
alcuni parametri fondamentali quali:

- L’intervallo di concentrazioni di legame di ephrinA1-Fc biotinilata con EphA2-Fc.
- Time course.

- Concentrazione di EphA2-Fc da piastrare.

- Specificita del legame tra ephrinA1-Fc biotinalata ed EphA2-Fc.

1.1 CONCENTRAZIONI DI LEGAME

L’intervallo di concentrazioni entro cui si risolve la curva di legame tra ephrinAl-Fc
biotinilata e EphA2-Fc ectodomain ¢ compresa tra Ing/ml e 2000ng/ml come si pud
apprezzare dalla curva mostrata nel grafico sottostante (figura 10).

Intervallo di legame

/
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Figura 10: Intervallo di legame tra ephrinA1-Fc biotinilata ed EphA2-Fc ectodomain.
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1.2 TIME COURSE

Una volta determinato I’intervallo di concentrazioni di legame tra ephrinAl-Fc biotinilata
e EphA2-Fc ectodomain ¢ stato condotto uno studio volto ad ottimizzare i tempi di
incubazione tra ligando e recettore in modo da compiere gli esperimenti successivi in
condizioni di equilibrio. Come mostrato nella figura 11, la Kp di ephrinAl-Fc biotinilata
diminuisce all’aumentare dei tempi di incubazione ligando-recettore a temperatura

ambiente.

Time course

16 —0—6h

W —8—5h
ah

1,2
S
= =>é=3h
°
® 0,8 == 2h
e
()]
o

0,4

0 T T 1
1 10 100 1000 10000

Concentrazione ephrinA1l-Fc biotinilata (ng/ml)

Figura 11: Curve di legame ephrinAl-Fc biotinilata — EphA2-Fc. Time course.

Il raggiungimento dello stato di equilibrio tra ephrinAl-Fc biotinilata e EphA2-Fc
ectodomain avviene dopo 5h, in quanto [’ulteriore prolungamento del tempo di
incubazione non comporta cambiamenti significativi nella Ky calcolata (figura 12).

Ore di incubazione Kp ephrin Al-Fc biotinilata (ng/ml)
2 238
3 159
4 103
5 62,4
6 58,9

Figura 12: Valori di Kp di ephrinA1-Fc biotinilata ai diversi tempi di incubazione.
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1.3 CONCENTRAZIONE DI EPHA2-FC DA PIASTRARE

Nella progettazione di un nuovo modello sperimentale va tenuto presente il fattore
economico. Nel saggio ELISA adottato in questa sperimentazione, la quantita di EphA2-Fc
ectodomain da piastrare per pozzetto incide in modo rilevante sui costi dell’analisi. Al fine
di contenere i costi si ¢ quindi individuata la concentrazione minima ottimale di EphA2-Fc
da piastrare, costruendo curve di saturazione di ephrinAl-Fc biotinilata in presenza di
diverse concentrazioni (0,25-2pg/ml) di EphA2-Fc ectodomain piastrato (figura 13).

Concentrazione di EphA2-Fc da piastrare

1,6
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/
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=== EphA2-Fc 0,25ug/ml
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O T T T 1
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Concentrazione ephrinA1l-Fc biotinilata (ng/ml)

Figura 13: Curve di legame ephrinA1-Fc biotinilata - EphA2-Fc ectodomain.

Poich¢ le Kp di ephrinAl-Fc biotinilata erano confrontabili nell’intervallo di
concentrazioni di EphA2-Fc ectodomain compreso tra 2ug/ml e 0.5pg/ml (figura 13), ¢
stata scelta come concentrazione d’uso la 1pg/ml, giusto compromesso tra la sensibilita del

modello e 1 costi da sostenere.

EphA2-Fc ectodomain piastrato (pug/ml) Kp ephrinAl-Fc biotinilata (ng/ml)
0,25 84
0,50 67
1 60
2 62

Figura 14: Valori di Kp di ephrinA1-Fc biotinilata a diverse concentrazioni di EphA2-Fc ectodomain.
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1.4 SPECIFICITA DEL LEGAME EPHRINA1-FC BIOTINILATA — EPHA2-FC
ECTODOMAIN

Sebbene la forma delle curve di legame di ephrinAl-Fc biotinilata — EphA2-Fc ectodomain
e la saturabilita del segnale alle concentrazioni piu alte di ligando lasciassero intuire la
specificita di binding nel nostro sistema ELISA, questa ¢ stata dimostrata attraverso due
esperimenti.

Nel primo, mostrato nella figura 15, la curva di legame di ephrinAl-Fc biotinilata ¢ stata
costruita in presenza o assenza di EphA2-Fc ectodomain. Nelle nostre condizioni
sperimentali (5 ore di incubazione) ephrinAl-Fc biotinilata non da alcun legame aspecifico
alle concentrazioni di utilizzo (1ng/ml — 2000ng/ml) in quanto, in assenza del recettore
EphA2-Fc ectodomain, non ¢ in grado di legarsi ai pozzetti piastrati con il solo Fc

(Ing/ml).

Legame aspecifico

12 =4==EphA2-Fc coated
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Concentrazione ephrinA1l-Fc biotinilata (ng/ml)

Figura 15: Curve di legame ephrinA1l-Fc biotinilata in presenza o assenza di EphA2-Fc ectodomain 1 pg/ml.
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Nel secondo test invece, sono state costruite curve di legame di ephrinAl-Fc biotinilata al

recettore EphA2-Fc¢ (1pug/ml) in presenza di ephrinAl-Fc non biotinilata, impiegata alle
concentrazioni di 30ng/ml, 100ng/ml e 300ng/ml. Cio che si osserva ¢ uno spostamento
proporzionale verso destra delle curve di binding senza che vari la risposta massimale,
indice di competizione competitiva sul sito di legame EphA2-Fc (figura 16).

Spiazzamento con ephrinA1-Fc non biotinilata
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Figura 16: Curve di spiazzamento di ephrinA1-Fc biotinilata da parte di ephrinA1-Fc.
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L’elaborazione dei dati ottenuti in questo esperimento mediante analisi di Schild, ha
confermato la natura competitiva del legame nel processo di spiazzamento, avendo
ottenuto un coefficente di Hill pari a 1,1977, non significativamente diverso da 1.

Grafico di Schild
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Figura 17: Grafico di Shild e coefficente di Hill di ephrinA1-Fc.
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2 FASE DI SCREENING
2.1 RIFERIMENTO POSITIVO NEL MODELLO DI SCREENING

Nell’estate del 2008 Noberini e colleghi (148) pubblicarono la scoperta di alcune piccole
molecole, derivati dell’acido 4-(2,5-dimetil-1-pirrolil)benzoico, in grado di inibire
selettivamente il legame efrinico ai recettori EphA4 ed EphA2. In particolare uno di questi
derivati, 1’acido 2-idrossi-4-(2,5-dimetil-1-pirrolil)benzoico, qui denominato NOBE C,
presentava un valore 1Csg di circa 90uM nell’inibire il binding tra ephrinAl-Fc ed EphA2-
Fc coniugato con fosfatasi alcalina (EphA2 AP). Tale composto voleva essere preso come
riferimento positivo nella fase di screening.

\

Figura 18: NOBE C.
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Per questo si ¢ costruita una curva di spiazzamento di ephrinAl-Fc biotinilata (utilizzata
alla concentrazione pari alla sua Kd) da EphA2-Fc ectodomain ad opera di concentrazioni
crescenti di NOBE C (figura 19).

Spiazzamento di ephrinAl-Fc biotinilata
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Figura 19: Curva di spiazzamento di ephrinA1-Fc biotinilata (impiegata alla sua Kp) da EphA2-Fc
ectodomain da parte di NOBE C.

Il risultato ottenuto fu alquanto inatteso sia per il particolare andamento della curva di
spiazzamento, sia per I’anomala potenza dello spiazzante di riferimento NOBE C. Infatti, a
fronte del convenzionale intervallo di concentrazioni dello spiazzante (circa 2 unita
logaritmiche) richieste per ottenere il 100% dello spiazzamento, NOBE C spiazzava
ephrinAl-Fc biotinilata con concentrazioni comprese in circa un unitd logaritmica
generando una sigmoide troppo ripida. Inoltre mostrava un valore di ICsg intorno a 25uM a
fronte del 90uM riportato in letteratura.
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L’anomalia evidenziata ci spinse a determinare la natura dell’antagonismo di NOBE C
attraverso la costruzione di curve di saturazione di ephrinAl-Fc biotinilata in presenza di

dosi diverse di NOBE C (figura 20).

Spiazzamento ephrinA1l-Fc biotinilata
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Figura 20: curve di legame ephrinA1-Fc biotinilata — EphA2-Fc ectodomain in presenza di NOBE C.
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Dalle Kp di ephrinAl-Fc biotinilata ottenibili da questo studio di legame fu possibile
determinare mediante analisi di Shild il coefficente di Hill uguale a 2,0347, che evidenzio
la natura non competitiva di NOBE C nell’inibire il binding di ephrinAl-Fc biotinilata ad
EphA2-Fc ectodomain (figura 21).
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Figura 21: Grafico di Schild e coefficente di Hill di NOBE C.
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Infine, per caratterizzare ulteriormente la natura dell’interferenza di NOBE C con il
sistema Eph-ephrin, il composto NOBE C fu incubato per un’ora con il recettore EphA2-
Fc, e rimosso dai pozzetti mediante lavaggi con PBS, prima dell’aggiunta di ephrinAl-Fc
biotinilata. II risultato, riassunto nelle figure 22 e 23, evidenzid che il composto NOBE C
continuava ad inibire il legame di ephrinAl-Fc biotinilata a EphA2-Fc ectodomain anche
in quei pozzetti lavati prima dell’aggiunta di ephrinAl-Fc biotinilata, suggerendo dunque
un’interazione con EphA2-Fc di tipo non reversibile.

Non lavato
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Figura 22: NOBE C inibisce il legame tra EphA2-Fc ectodomain e ephrinA1-Fc biotinilata.
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Figura 23: NOBE C lega in maniera non reversibile EphA2-Fc ectodomain.
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Curiosamente, 1’analisi NMR del composto NOBE C commerciale utilizzato nei test,
effettuata in collaborazione con il dipartimento farmaceutico di questa facolta, coinvolto
nel progetto AIRC, rivelod uno spettro NMR, che lasciava presuppore la presenza di molti
prodotti di degradazione (figura 24).

. e U WH WS S ) S ——

Figura 24: Spettro NMR del composto commerciale NOBE C

Lo studio farmacologico effettuato con il composto sintetizzato ex-novo (NOBE C1), che
presentava uno spettro NMR conforme alla sua natura chimica (figura 25), e una corsa in
TLC in linea con quella di un composto puro (figura 26), dimostrd che NOBE C1 era
totalmente inattivo nell’inibire il binding di ephrinAl-Fc biotinilata ad EphA2-Fc
ectodomain (figura 27).

Figura 25: Spettro NMR del composto sintetizzato ex-novo NOBE Cl1

51



Figura 26: Analisi TLC comparata tra NOBE C1 (macchia a sinistra) e NOBE C (macchie a destra). Al
centro il risultato della corsa di entrambe le sostanze.
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Figura 27: Curve di spiazzamento di ephrinA1-Fc biotinilata (impiegata alla sua Kp) da parte di NOBE C e

NOBE Cl1.
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Queste osservazioni hanno portato a concludere che l'attivita inibitoria nei confronti dell’
interazione EphA2-ephrinAl non ¢ peculiare dell'acido 2-idrossi-4-(2,5-dimetil-1-
pirrolil)benzoico, bensi ¢ determinata dai suoi prodotti di degradazione, i quali mostrano
un'attivita aspecifica e di tipo non reversibile. A supporto di queste conclusioni va citata
una successiva pubblicazione di Baell e colleghi (149) che inseriva i derivati 1,2,3-
araalchilpirrolici, compreso NOBE C, tra le entita chimiche capaci, data la loro instabilita
strutturale, di generare falsi positivi in studi di screening. Il nostro lavoro di screening ¢
stato per questo motivo condotto senza I’impiego di un controllo positivo.

2.2 SCREENING DI UNA LIBRERIA DI COMPOSTI

Nella libreria di molecole presa in esame (pit di un migliaio) sono stati inclusi anche
principi attivi di farmaci convenzionali e molecole endogene bioattive (figura 28). Questa
scelta ¢ motivata dal fatto che 1 principi attivi dei farmaci in commercio hanno gia una
farmacocinetica ottimizzata e un profilo tossicologico noto, mentre dall’altro canto
I’eventuale scoperta di nuove azioni da parte di composti endogeni bioattivi pud fornire le
basi per nuove investigazioni nel campo fisiopatologico.

Tra tutti 1 composti testati nello screening iniziale, solamente 1’acido litocolico (LCA), ¢
stato in grado di inibire il binding di ephrinA1l-Fc biotinilata ad EphA2-Fc ectodomain di
almeno il 40% alla dose iniziale di 50uM DMSO 1%.

53



Acetylsalicylic acid

Clavulanic acid

L-citrulline

Pilocarpine
Acetylthiocholine Clonidine Levulinic acid (+) - Pinoresinol
ADP Clozapine L-glutamic acid Piracetam
Alcian blue p-Coumarinic acid L-histidine Pirenzepine
Alpha fluor methy! histidine Creatinine phosphate Lidocaine Potassium methane sulfonate
alpha-Bisabolol Cromolyn Linalool Prazosin
Aminguanidine bicarbonate Daidzein Lithocholic acid Procaine
Amlnguanldlrﬁe hydroxy Damascone L-Tartaric acid Proglumide
chloride
4-aminobutyric acid Deoxycholic acid L-Tyrosine Promethazine
5-Aminovaleric acid 2-Deoxyglucose Luminol Propranolol
4-Aminopyridine Dexamethasone Luteolin Purpurogallin
Antipyrine DF 545 Malic acid Pyrilamine
2-APB DF 594 D-Mannitol Pyrogallic acid
Arginine Diazepam D(+)-Melezitose Quercetin
Ascorbic acid Dimaprit Methoctramine Ranitidine
Atenolol 2,3-Dimethylindole Methyl histamine Ranitidine hydroxy chloride
ATP Donepezil hydroxy chloride 2-methyl-5-HT Reserpine
Atropine 2,2-diphenyl-1-pycrilhydrazyl Methyl orange RP 73401
Avertin Dopamine methylene blue Rutin
7-Azaindole DPCPX 3-methylindole Salbutamol
Azathioprine DPPH 4-Methylumbelliferone Salicylic acid
Azelaic-acid EDTA Methysergide Serotonin
Benzenesulfonamide EGTA Metiamide Sinapinic acid
Benzisothiazol (-)-Epicatechin Myristic acid Impromidine
Beta-escin (+)-Epicatechin NAD Sodium borate
Beta-Gentiobiose Epinephrine Naloxone hydroxy chloride Sodium nitroprussiate
Bethanecol Erythro—9—(2—hyc1roxy—3— Naphazoline Sodium taurocholate
nonyl)adenine
Betulinol Eugenol Naringin Spinaceamin
Borneol Famotidine Nerol Streptomycin
Bromophenol blue Ferulic acid Nesosteine Suberic acid
Burimamide Gallic acid Nifedipine Sulglycotide
Buspirone Genistein n-isopropyl epinephrine Sulphanilamide
2,3-Butanedione monoxime Geraniol Nitrobenzylthioinosin Sulphanilic acid
Caffeic acid Gibberellic acid Nitrotetrazolium blue chloride Sulpiride
Caffeine Guanethidine Nw-nitro-L-arginine-methyl Suramin
ester
Carbamoylcholine chloride Hesperidin 1-Octacosanol Sylimarin
Carbenoxolone Hexamethonium Octatropine methylbromide Tacrine
Carvacrol Histamine Orthovanadate Theobromine
(-)-trans-Caryophyllene 3—|-:1ygddr::<c\:1tl\gr;$ne Oxlate Calcium Theophylline
Chenodeoxycolic acid HTAB Oxmetidine Thidiazuron
1-(2-chlorophenyl)-3-

(dimethylamino)-1-phenyl-
prapan-1-ol

Hypoxanthine

Oxybutynin hydrochloride

Thiobarbituric acid

Chlorpheniramine Ibuprofen Papaverine hydrochloride Thioperamide
Chlor-trimeton maleate Imidazole Paracetamol Thymol
Cholestan Imipramine para-Nitrophenylphophate Tiotidine
5-alpha-Cholestan-3-beta-ol Indigo carmine Pelargonaldehyde Trehalose
Cholesterol Indole Phenazine methosulfate Tripelennamine
Cholic acid Indomethacin Phenolphthalein Tyramine

Choline chloride

Inositol S(+)-N6-(2-phenyl- Ursodeoxycholic acid
isopropyl)adenosine
Cimetidine Ipratropine Phenylbutazone Valeraldehyde
Cinnamaldehyde Isoprotenerol Phenylephrine hydrochloride Verapamil
Cinnamic acid Kanamycin sulfate 2-Phenylindole Xylitol
Citric acid Ketanserin Physostigmine Yohimbine

Figura 28: Tabella dei principi attivi e delle molecole endogene bioattive testate
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2.3 CARATTERIZZAZIONE FARMACOLOGICA DELL’ACIDO LITOCOLICO

Per la determinazione della ICsy di LCA si ¢ costruita una curva di spiazzamento di
ephrinAl-Fc biotinilata dal recettore EphA2-Fc in presenza di dosi crescenti di LCA
(figura 29). La ICs calcolata ¢ stata di S7uM (pICsp = 4,24 £ 0,068).
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Figura 29: Curva di spiazzamento di ephrinA1-Fc biotinilata (impiegata alla sua Kp) da parte di LCA.

Lo stesso esperimento ¢ stato poi ripetuto testando nella stessa piastra LCA e gli altri acidi
biliari naturali principali, ossia I’acido colico (CA), I’acido chenodesossicolico (CDCA) e
I’acido desossicolico (DCA), caratterizzati da minime modificazioni strutturali rispetto ad

LCA.

CDC

R

DCA LCA

Figura 30: Strutture acidi biliari naturali.

HOOC
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Come si puo apprezzare dal grafico sotto rappresentato nessuno degli altri acidi biliari

naturali ¢ stato in grado di ridurre il legame di ephrinAl-Fc biotinilata ad EphA2-Fc

ectodomain fino alla dose di 400uM (figura 31).

Spiazzamento ephrinAl-Fc biotinilata

100% H__ ==

75%
50% l \{\‘\
25% e \i

O% T T 1

Binding ephrinA1-Fc biotinilata (%)

Concentrazione LCA (uM)

1 10 100 1000

=4=—=CA

=i—=CA

CDCA
=>e=DCA

Figura 31: Curve di spiazzamento di ephrinA1-Fc biotinilata (impiegata alla sua Kp) da parte degli acidi

biliari naturali.

Al fine di valutare la natura di questa inibizione sono state costruite curve di saturazione di
legame di ephrinAl-Fc biotinilata — EphA2-Fc ectodomain in presenza di concentrazioni

crescenti di LCA (figura 32).
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Figura 32: Curve di legame ephrinA1l-Fc biotinilata — EphA2-Fc ectodomain in presenza di LCA.
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Dopo aver calcolato la Kp o la K apparente di ephrinAl-Fc biotinilata in ciascuna curva
di legame si ¢ proceduto all’analisi di Shild, dove il log[DR-1] ¢ la variabile dipendente in
funzione del logaritmo negativo della concentrazione di inibitore impiegata (figura 32).
L’analisi di regressione lineare dei punti ottenuti & risultata essere ben interpolata (R* =
0,9664) e con una pendenza (coefficente di Hill) pari ad 0,8618, non significativamente
diversa da 1 e quindi indice di una competizione competitiva. La pKi calcolata, risultante
dall’intersezione con I’asse delle ascisse della retta interpolata, € risultata essere uguale a

4,31 £ 0,03, corrispondente ad una Ki di 49uM.

Grafico di Schild
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Log concentrazione di LCA

Figura 33: Grafico di Schild e coefficente di Hill di LCA.
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Al fine di determinare la reversibilita del legame di LCA a EphA2-Fc ectodomain, LCA ¢
stato incubato alla dose di 200uM e successivamente rimosso mediante lavaggio, prima
dell’aggiunta di ephrinA1-Fc biotinilata. Il test ha rivelato che solo in assenza del lavaggio
LCA era ancora in grado di inibire il legame tra EphA2-Fc ectodomain e ephrinAl-Fc
biotinilata, suggerendo che [I’interazione di LCA con EphA2-Fc ectodomain non ¢
irreversibile. (figure 34 e 35).
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Figura 34: LCA inibisce il legame tra EphA2-Fc ectodomain ed ephrinA1-Fc biotinilata.
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Figura 35: LCA non lega in maniera irreversibile EphA2-Fc ectodomain.
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A questo punto si ¢ valutata la selettivita di binding di LCA all’interno del sistema efrinico
testando questa molecola contro i recettori EphA (A1-A8) ed EphB (B1-B4) utilizzando
rispettivamente ephrinAl-Fc biotinilata ed ephrinB1-Fc biotinilata a concentrazioni pari ai
rispettivi valori di Kp ottenuti nel nostro modello. Come si puo apprezzare dai grafici sotto

riportati, LCA mostra di essere un ligando promiscuo delle sottofamiglie recettoriali EphA

e EphB, suggerendo quindi un meccanismo comune di interferenza nel legame Eph-ephrin

(figure 36 e 37).
Selettivita di LCA nei confronti di EphAs
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Figura 36: Selettivita di LCA nei confronti dei recettori EphA.
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Figura 37: Selettivita di LCA nei confronti dei recettori EphB.
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Infine dal modello originale di test “cell free” si ¢ passati ad un altro esperimento di
binding condotto su cellule PC3 esprimenti il recettore EphA2 (150). In particolare le
piastre ELISA high binding sono state incubate con ephrinAl-Fc per poi valutare se LCA
fosse in grado di prevenire il legame del recettore EphA2 espresso naturalmente sulle PC3.
Come si puo apprezzare dal grafico sotto riportato anche in queste condizioni, se pur a
concentrazioni piu elevate di quelle registrate nel sistema acellulare, LCA ¢ in grado di
inibire in modo concentrazione dipendente il binding tra EphA2 cellulare ed ephrinAl-Fc
adeso alla piastra. In questo esperimento EphA2-Fc ed ephrinAl-Fc sono stati presi come
controlli positivi (figura 38).

Adesione PC3 alla piastra ricoperta con
ephrinAl-Fc e bloccata con BSA
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PC3 adese alla piastra (%)

Figura 38: Inibizione del legame ephrinA1-Fc - EphA2 cellulare.
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La specificita dell’interazione di LCA con il sistema efrinico in questo modello
sperimentale ¢ sottolineata dal fatto che LCA non ¢ in grado di inibire 1’adesione delle
cellule PC3 alla piastra non ricoperta con ephrinAl-Fc e non bloccata con BSA,
condizione questa, in cui il processo di adesione ¢ mediato da fattori indipendenti
dall’interazione tra ephrinAl-Fc ed EphA2 cellulare (figura 39).

Adesione PC3 alla piastra non ricoperta con
ephrinAl-Fc e non bloccata con BSA
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Figura 39: Inibizione dell’adesione delle PC3 alla piastra.
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Al fine di valutare la natura agonista o antagonista di LCA si ¢ ricorsi a studi funzionali. In
questi esperimenti sono state impiegate cellule di adenocarcinoma prostatico PC3 e cellule
di adenocarcinoma di colon HT-29 perché esprimenti naturalmente il recettore EphA2
(150, 151) (figura 40). Inoltre le PC3 sono un modello classico per lo studio del sistema
efrinico, mentre le HT-29 sono comunemente usate negli studi riguardanti gli acidi biliari
(152).

Livelli di EphA2 in diverse linee cellulari
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Figura 40: Livelli di EphA2 in diverse linee cellulari quantificati mediante saggio ELISA.
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In questi studi abbiamo stimolato la fosforilazione del recettore EphA2 espresso nelle linee
cellulari PC3 o HT-29 con ephrinA1-Fc 0,25pg/ml in presenza degli acidi biliari o del solo
veicolo (DMSO 1%). 11 Dasatinib, inibitore multichinasico, ¢ impiegato come farmaco di
riferimento in quanto composto molto potente nell’inibire anche D’attivita chinasica di
EphA2 (135, 136). Consistentemente con gli studi di legame condotti in precedenza
CA,CDCA e DCA sono risultati essere completamente inattivi sia quando impiegati come
agonisti (figura 41) sia quando testati come antagonisti (figura 42) alla dose di 100uM su
entrambe le linee cellulari.

Acidi biliari come agonisti
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Figura 41: Acidi biliari come agonisti del recettore EphA2.
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Figura 42: Acidi biliari come antagonisti del recettore EphA2.
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Al contrario, LCA, incapace di attivare il recettore EphA2 espresso nelle due linee cellulari
(figura 41), ¢ in grado di inibire la fosforilazione di EphA2 mediata da ephrinAl-Fc in
entrambe le linee cellulari in maniera dose dipendente (Figura 43) e a dosi non

citotossiche, come dimostrato dal saggio di vitalita cellulare con MTT (figura 44).
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Figura 41: LCA, studio funzionale dose-risposta.
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Figura 42: Citotossicita LCA 24h.
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Al fine di escludere una inibizione diretta di LCA sul dominio chinasico Eph abbiamo
testato 1l composto verso I’attivita del dominio chinasico di EphA2. 11 saggio,
commissionato alla Cerep, dimostra che LCA, almeno fino alla dose di 100uM, non ¢ in
grado di inibire direttamente il dominio chinasico del recettore. In questo saggio la
staurosporina ¢ utilizzata come controllo positivo (figura 45). I dati quindi confermano che
LCA inibisce I’attivazione del recettore EphA2, mediata da ephrinAl-Fc, inibendo
I’interazione proteina proteina.
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Figura 43: Saggio di inibizione del dominio chinasico di EphA2.
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LCA pur non mostrando selettivita d’azione all’interno del sistema efrinico ¢ in grado di
discriminare altri RTK in quanto alla dose di 100uM ¢ risultato essere inattivo nei
confronti di EGFR, VEGFR, IRKp e IGFRp sia quando testato come antagonista che
quando impiegato come agonista (figura 46). La valutazione su EGFR ¢ stata effettuata nel
nostro laboratorio utilizzando cellule PC3 (A) o HT-29 (B) e stimolando il sistema con
EGF 30 ng/ml nelle PC3 e 10ng/ml nelle HT-29. Il gefitinib alla dose di 10uM ¢ stato
impiegato come farmaco di riferimento.

Lo studio su VEGFR, IRKP e IGFR ¢ stato commissionato invece alla CEREP, che per i
test funzionali di fosforilazione ha impiegato rispettivamente cellule HUVE (stimolate per
10minuti con VEGF 0,1nM; farmaco di riferimento inibitore vegfr II 1uM), A431
(stimolate per 10 minuti con insulina 100nM; farmaco di riferimento AG538 10uM) e
HepG2 (stimolate per 10 minuti con IGF1 5nM).
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Figura 46: Specificita d’azione di LCA.
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Infine LCA ha antagonizzato i cambiamenti morfologici indotti dall’attivazione del
recettore EphA2 con ephrinAl-Fc nella linea cellulare PC3. A tal proposito abbiamo
registrato la retrazione delle cellule PC3 indotta dall’attivazione di EphA2 da parte di
ephrinAl-Fc 0,5ug/ml. Come si pud apprezzare dal grafico sotto riportato LCA inibisce in
maniera significativa la risposta mediata da ephrinAl-Fc ad una dose, la 100uM, che ¢ in
grado di abolire completamente la fosforilazione di EphA2 in risposta ad ephrinAl-Fc. Al
contrario, quando testato alla dose soglia di 10uM, risulta essere inattivo nei confronti
dell’azione mediata da ephrinAl-Fc.
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Figura 47: LCA antagonizza il cambiamento morfologico delle PC3 mediato dall’attivazione recettoriale di
EphA2 utilizzando ephrinAl-Fc 0,5pg/ml.
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CONCLUSIONI

I1 primo obiettivo raggiunto nel progetto alla base delle attivita di ricerca svolte durante la
mia esperienza dottorale ¢ stato la messa a punto di un modello ELISA semplice, specifico,
selettivo ed economico per lo screening di molecole in grado di interferire con il legame
tra il recettore EphA2 e il suo ligando fisiologico ephrinAl. La specificita del modello ¢
dimostrata dal fatto che ephrinAl-Fc biotinilata non si lega in maniera aspecifica alla
piastra ELISA anche quando impiegata a dosi elevate (2000ng/ml) e per tempi prolungati
(5 ore a temperatura ambiente).

Il modello ¢ selettivo in quanto il legame tra ephrinAl-Fc biotinilata ed EphA2-Fc
ectodomain ¢ inibito in maniera competitiva da ephrinAl-Fc.

Infine il modello ¢ economico in quanto I’ottimizzazione della concentrazione di recettore
EphA2-Fc ectodomain impiegato nella fase solida porta il costo di ciascun pozzetto a circa
60 centesimi di euro.

Poiché ogni test farmacologico richiede la presenza di controlli positivi e negativi, il
proposito iniziale era quello di utilizzare l'acido 2-idrossi-4-(2,5-dimetil-1-
pirrolil)benzoico come standard di riferimento, in quanto unica piccola molecola, riportata
in letteratura, in grado di inibire il legame tra ephrinAl ed EphA2. Tuttavia, nel tentativo
di accertare anche nel presente sistema sperimentale le proprieta inibitorie dell’acido 2-
idrossi-4-(2,5-dimetil-1-pirrolil)benzoico, ¢ emerso che tale composto, in realta, ¢ del tutto
inattivo e che l'attivita riportata in letteratura ¢ probabilmente dovuta ai suoi prodotti di
degradazione. L'acido 2-idrossi-4-(2,5-dimetil-1-pirrolil)benzoico, infatti, ¢ estremamente
instabile e difficilmente conservabile anche a temperature ridotte. I saggi da noi condotti
sui prodotti di degradazione del composto dimostrano che il legame di tali prodotti, al
momento non identificati, ¢ aspecifico e di tipo irreversibile.

Questi dati dimostrano, inoltre, che al momento non sono disponibili piccole molecole in
grado di interferire in modo competitivo con il legame Eph-ephrin.

L* attivita di screening, condotta su di una libreria di oltre mille composti, tra i quali erano
compresi anche principi attivi di farmaci e molecole endogene bioattive, ha portato alla
scoperta dell’acido litocolico (LCA), come inibitore competitivo, reversibile e specifico del
sistema efrinico.

Gli acidi biliari sono stati considerati per lungo tempo solo come molecole detergenti
necessarie per la solubilizzazione e I’assorbimento dei lipidi a livello intestinale durante la
digestione. Tuttavia, molti studi hanno esplorato I’ipotesi che gli acidi biliari funzionino
anche come molecole regolatrici.

68



Un recente articolo (152), basato sull’utilizzo degli enantiomeri degli acidi biliari al fine di
distinguere gli effetti recettoriali da quelli non recettoriali mediati da questa classe di
molecole, ha dimostrato che la citotossicita e I’apoptosi che questi inducono sulle linee
cellulari tumorali di colon HT-29 ¢ HCT-116 ¢ enantiospecifica e quindi correlata
all’interazione con un recettore piuttosto che attribuibile alle generiche proprieta detergenti
di queste molecole.

Altri gruppi di ricerca hanno dimostrato l'interazione specifica degli acidi biliari con il
recettore nucleare FXR, principalmente coinvolto nel metabolismo epatico dei lipidi e del
glucosio (153) piuttosto che con TGRS, recettore accoppiato a proteina G (154).

Anche i dati emersi dal presente lavoro suggeriscono il coinvolgimento di siti recettoriali
specifici nelle risposte indotte da LCA. Infatti negli studi di binding, LCA ha inibito in
modo competitivo I’interazione tra ephrin-Al-Fc biotinilata e EphA2-Fc ectodomain come
dimostrato da un proporzionale spostamento delle curve di saturazione di ephrinAl-Fc
biotinilata e dalla pendenza unitaria del grafico di Schild. Inoltre, I’effetto inibitorio ¢
altamente specifico poiché gli acidi biliari strutturalmente correlati a LCA sono risultati
essere completamente inattivi, sia negli studi di binding che di fosforilazione. Ancora, la
Ki di LCA nell’interferenza dell’interazione EphA2-ephrinAl ¢ sei volte inferiore rispetto
alla sua concentrazione micellare critica (155) indice di una significativa potenza inibitoria
verso 1l sistema Eph-ephrin e la sua inattivita alla dose di 100uM contro altri RTK, quali
EGFR, VEGFR, IRKf, IGFR1B conferma la mirata specificita verso il sistema efrinico.
Infine, LCA ¢ privo di tossicita alle concentrazioni studiate e sia negli studi di binding che
in quelli funzionali risulta essere attivo nello stesso range di concentrazioni compreso tra
20uM e 100uM.

Cosi come il legame Eph-ephrin ¢ altamente promiscuo anche LCA non discrimina
all’interno delle sottoclassi recettoriali EphA e EphB. Pertanto si pud ipotizzare
un’interazione di questa molecola con una regione altamente conservata ed essenziale nel
legame dei recettori Eph ai loro ligandi efrinici. A tale riguardo il legame delle efrine ai
recettori Eph ¢ mediato da un loop GH (chiave) che si inserisce in un canale idrofobico del
recettore Eph formato dalle sequenza DE e JK (serratura). Queste evidenze sperimentali
suggeriscono un'interferenza di LCA con il corretto e completo inserimento del loop
efrinico GH nel canale idrofobico di Eph. Studi futuri di relazione struttura-attivita saranno
fondamentali per chiarire la dinamica di questa interazione.

Per finire, grazie agli studi funzionali condotti sulla linea cellulare PC3 esprimente il
recettore EphA2, sono state fornite evidenze del ruolo inibitorio di LCA sul peculiare
effetto di retrazione ed arrotondamento cellulare indotto da stimolazione di EphA2 con
ephrinAl-Fc, suggerendo che questo acido biliare pud antagonizzare gli effetti mediati
dall’attivazione di EphA2.
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PROSPETTIVE FUTURE

L’inibizione dell’interazione EphA2-ephrinAl e piu in generale del signalling efrinico
potrebbe essere utile nella pratica oncologica ed in particolare estremamente vantaggiosa
nel contrastare 1’angiogenesi patologica associata alla crescita e progressione tumorale.
Attualmente diverse strategie miranti a inibire il signalling efrinico sono oggetto di
indagine da parte di diversi gruppi di ricerca e a tale riguardo recettori solubili, anticorpi
specifici, peptidi e SiRNA rappresentano ad oggi gli unici strumenti per modulare il
sistema efrinico e studiarne funzioni e peculiarita. In prospettiva terapeutica pero tali
strategie, basate sull’utilizzo di ligandi a prevalente struttura peptidica, risultano essere
ancora di difficile impiego a causa di un profilo farmacocinetico e farmacodinamico
altamente sfavorevole. Lo sviluppo di ligandi di piccole molecole costituisce quindi anche
in questo caso la via migliore per lo sviluppo e la somministrazione di farmaci. Per queste
ragioni 1 risultati di questa ricerca potrebbero essere un punto di inizio per ricerche future
miranti a sviluppare piccole molecole aventi come bersaglio 1’interazione Eph-ephrin,
fermo restando la necessita di chiarire se LCA leghi la tasca recettoriale Eph o il GH loop
delle efrine. Ad ogni modo la modulazione degli elementi farmacoforici presenti nell’acido
litocolico potrebbe condurre alla progettazione di molecole ad alta affinitd come
precedentemente testimoniato dallo sviluppo di agonisti per i recettori FXR e TGRS (156).

Oltre a fornire le basi chimiche per lo sviluppo razionale di ligandi del sistema efrinico,
questi dati offrono spunto per considerazioni sul rapporto che intercorre tra acidi biliari e
sistema efrinico con interessanti risvolti patofisiologici. Infatti i livelli di espressione dei
recettori Eph e dei ligandi efrinici giocano un ruolo critico nel rinnovamento cellulare
intestinale organizzato (72, 74). Ora, essendo 1’acido litocolico presente nelle feci ad una
concentrazione di circa 2mM (157), ¢ ragionevole suppore un coinvolgimento di questo
acido biliare secondario con il signalling efrinico in vivo nel distretto intestinale. Di
conseguenza, 1’acido litocolico potrebbe giocare un ruolo nell’omeostasi dell’intestino e
un’alterazione dei suoi livelli fisiologici potrebbe modificare I’epressione e il signalling di
recettori e ligandi efrinici. In questo modo 1 corretti meccanismi di segregazione,
proliferazione e differenziazione cellulare, alla base dell’omeostasi tissutale di questo
distretto, potrebbero risultare alterati. Quindi, 1 presenti risultati sembrano fornire qualche
elemento utile per interpretare la stretta correlazione che sussiste tra la concentrazione
degli acidi biliari nelle feci (in primis DCA e LCA), e I’incidenza di cancro al colon,
evidenziata da numerosi studi epidemiologici, ma 1 cui meccanismi sono oggi lontani
dall’essere chiariti.
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