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INTRODUZIONE

La famiglia delle chinasi associate a proteina G (GRK)
La famiglia delle chinasi associate a proteina G (GRK) comprende sette
serina/treonina chinasi che fosforilano e regolano 1 recettori accoppiati a
proteine G (GPCR) quando sono nella loro conformazione attiva '. La
fosforilazione mediata dalle GRK avviene a livello dei loop intracellulari
e/o della coda COOH-terminale del recettore e ne aumenta I’affinita di
legame con le arrestine citosoliche; questo cambiamento causa due eventi:
impedisce ’interazione del recettore con le proteine G per ingombro sterico
e promuove D’endocitosi -clatrina-dipendente del recettore inattivato
all’interno dei compartimenti endosomiali, comportandone la degradazione
o il riciclo % 11 complesso GPCR-Barrestina ¢ in grado di innescare
I’attivazione di vie di trasduzione del segnale che sono alternative a quelle
promosse dalla trasduzione classica, ovvero indipendenti dalle G-protein. In
particolare Erk1/2, p38 MAPK e JNK possono essere attivate dal complesso
recettore-Parrestina,’; inoltre B-arrestina pud agire da scaffold di
connessione tra le GPCR attivate e la tirosina chinasi c-Src, il signaling di
AKT e NF-xB *.
La famiglia delle GRK puo essere suddivisa in 3 sottogruppi in base
all’omologia di sequenza:
1) chinasi della rodopsina (GRK1 e GRK7);
2) chinasi del recettore B-adrenergico (GRK2 o Bark]l e GRK3 o Park2);

3) sottofamiglia GRK4 (GRK4, GRKS5 e GRK6).
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Tutte le GRK sono espresse in maniera ubiquitaria * °, tranne GRKI,
presente quasi esclusivamente nella retina, e GRK4, presente maggiormente
nei testicoli °. La struttura di base delle GRK (immagine in alto) presenta un
dominio catalitico centrale altamente conservato (circa 45% di identita di
sequenza) di 263-266 amminoacidi; un dominio N-terminale moderatamente
conservato, importante per il riconoscimento del recettore e 1’ancoraggio
alle membrane intracellulari (circa 185 amminoacidi); ed una porzione
COOH-terminale poco conservata e di lunghezza variabile (105-230
amminoacidi), importante per la traslocazione agonista-mediata perché
favorisce I’interazione con i lipidi 7. Tutte le GRK contengono nella
porzione N-terminale un dominio abbastanza conservato (circa il 27% di
identita di sequenza), il dominio RH, di omologia con il regolatore del
signaling delle Proteine G (RGS), che rende possibile la modulazione della
trasduzione del segnale da parte delle GPCR in maniera indipendente dal
meccanismo di fosforilazione ad opera delle GRK: GRK2, ad esempio, ¢ in
grado di inibire il segnale dei GPCR sequestrando la proteina Gagqi1 grazie
proprio al dominio RH ® Le GRKs presentano una diversa distribuzione

tissutale, localizzazione subcellulare e regolazione dell’attivita catalitica * '°.



Le GRK sono prevalentemente localizzate sulla membrana plasmatica !, ma
recentemente ¢ stato dimostrato che GRKS ¢ in grado di localizzarsi
all’interno del nucleo mediante una sequenza di localizzazione nucleare
(NLS) ", suggerendo una possibile funzione nucleare per questa chinasi,
presumibilmente di regolazione della trascrizione genica.

Il fattore di trascrizione NFxB

NF«xB ¢ un fattore di trascrizione dimerico normalmente sequestrato nel
citoplasma di cellule non stimolate e deve traslocare nel nucleo per poter
svolgere la sua funzione. In base al modello canonico di attivazione, il
signaling di NFxB ¢ regolato dal legame con la proteina inibitoria IkBa che
maschera il suo dominio di localizzazione nucleare e previene cosi la sua

3 La stimolazione extracellulare determina la

traslocazione nel nucleo
rapida fosforilazione, ubiquitinazione e degradazione proteolitica di IkBa,
liberando cosi il dimero NFkB, prevalentemente presente come dimero

p50/p65, che trasloca nel nucleo per attivare la trascrizione genica '* . In

particolare, la degradazione di IxBoa ¢ catalizzata dalle kinasi inibitorie

IKK, che formano un complesso macromolecolare che comprende una
subunita che funziona da scaffold, IKK-y (NEMO), e due kinasi IKK-a e

IKK-B '“"®. La degradazione di IkBo rilascia NFkB che trasloca nel
nucleo, mediante una sequenza di localizzazione nucleare (NLS) presente

nel monomero p50, e lega specifiche sequenze di DNA nelle regioni
promotrici o enhancer dei geni target. NFxB ¢ in grado di regolare la sua
stessa attivita poiché regola la trascrizione della sua proteina inibitoria [kBo
che, una volta espressa, entra nel nucleo dove lega e spiazza NFkB dal

DNA. Il complesso IkBa/NF«B ¢ quindi portato fuori dal nucleo mediante



un meccanismo di esportazione CRM-1- dipendente e ritorna nel citoplasma
in forma inattiva ' ?°. Recentemente, sono stati proposti nuovi meccanismi
di regolazione dell’attivita trascrizionale di NFkB basati sull’interazione
proteina-proteina. Infatti, ¢ stato dimostrato che B-arrestin2, un importante
regolatore di GPCR, interagisce direttamente con IkBa prevenendo cosi la
sua fosforilazione e degradazione *'. Di conseguenza, B-arrestin2 regola
I’attivita trascrizionale di NFxB . Oltre B-arrestin2, sono stati descritti altri
partners per IxBa and NFkB. In particolare, studiando NFxB pl105, un
trascritto del gene di NFxB che codifica per una proteina piu lunga che
partecipa alla trasduzione del segnale citosolico ma ¢ privo di attivita
catalitica, Parameswaran ha recentemente descritto 1’abilita della chinasi
GRKS5 e di Arrestina-2 di interagire fisicamente con questa proteina, che ¢
un precursore del monomero p50 di NFkB, e inibire cosi 1’attivazione di
ERK1/2 indotta dalla stimolazione con lipopolisaccaride (LPS) nei
macrofagi *. NFkB regola I’espressione di diversi geni, tra i quali geni
codificanti citochine (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNFa, IFN—y), chemochine
(IL-8, MIP-1a, MCP1), molecole di adesione (ICAM, VCAM, E-selectina),
regolatori di apoptosi e proliferazione cellulare (c-myc, ciclina D1, BCL-X)
9 11.15. 2325 NFkB ha, quindi, un ruolo importante in diverse patologie, come
diabete mellito tipo II e insulino-resistenza; ipertrofia cardiaca;
ipercolesterolemia; aterosclerosi; insufficienza cardiaca cronica; cancro e

angiogenesi '* 2%

. Quindi, la modulazione dell’attivita di NFxB puo
rappresentare un’efficace strategia terapeutica per diverse patologie,

caratterizzate da un aumento della sua attivita trascrizionale.



NFxkB e cancro

Esistono ormai forti evidenze che correlano NFkB al cancro. La sua attivita,

\

infatti, ¢ costitutivamente elevata in molti tipi di tumore umano come

29, 30 31

melanomi , carcinomi della tiroide *' e del colon ¥, e la persistente
attivazione in corso di inflammazione cronica predispone alla
trasformazione di cellule normali in cellule neoplastiche. Secondo Hanahan

32

e Weinberg esistono sei alterazioni della fisiologia cellulare che
caratterizzano una cellula tumorale: proliferazione autonoma, insensibilita ai
segnali anti-proliferativi, resistenza all’apoptosi, invasione tissutale e
metastasi, angiogenesi sostenuta, immortalitd. Molti dei geni che regolano
questi effetti sono sotto il controllo trascrizionale di NFkB **. Questi tumori

in cui NFxB ¢ costitutivamente attivato mostrano maggiore resistenza alla
chemioterapia. Quindi, I’inibizione dell’attivita di NFkB puo rappresentare
un’efficace strategia terapeutica per il cancro, dal momento che 1’inibizione
di NFxkB favorisce 1 processi apoptotici indotti dalla chemioterapia,
diminuisce 1’alto tasso proliferativo che caratterizza le cellule tumorali e
inibisce la metastatizzazione. Ad oggi molti ricercatori sono impegnati nella
ricerca di inibitori selettivi di NFkB e molti di questi sono stati testati in
cellule tumorali. Questi inibitori, pero, pur essendo capaci di inibire
I’attivita oncogenica di NFxB, interferiscono anche con altre vie di
trasduzione del segnale coinvolte nella regolazione di apoptosi e
proliferazione cellulare, inflammazione e risposta immunologica,
determinando quindi diversi effetti collaterali.

In questo studio, abbiamo progettato, realizzato e purificato una proteina

sintetica, che riproduce il dominio RH di GRKS, e abbiamo testato la sua



capacita di inibire I’attivita di NFxB e quindi la crescita dei tumori, e ne

abbiamo valutato gli eventuali effetti collaterali.

NFkB e ipertrofia ventricolare sinistra

Diversi studi suggeriscono un ruolo delle chinasi dei recettori associati a
proteina G (GRK) nello sviluppo dell’ipertrofia cardiaca. Infatti, topi
transgenici con overespressione del dominio amino-terminale di GRK2
(BARKnt) sviluppano ipertrofia cardiaca *. Inoltre, GRKS5 presenta una
localizzazione nucleare nei cardiomiociti di ratti spontaneamente ipertesi
con scompenso cardiaco (SHHF), suggerendo che questa chinasi puo essere
35'

coinvolta nella regolazione dell’espressione di geni ipertrofici

Recentemente ¢ stato dimostrato che il fattore di trascrizione NFxB ha un

ruolo importante nella patogenesi del rimodellamento e dello scompenso

cardiaco ¢

e NFxB regola I’ipertrofia nei cardiomiociti in risposta ad
agonisti dei GPCR, come Fenilefrina, Endotelina-1, Angiotensina II *" **.
Diverse strategie sono state identificate per inibire I’attivita di NFxB a
diversi step della sua via di trasduzione del segnale: [I’inibizione
farmacologica dell’attivita di IKK con PDTC ¥, inibizione del proteosoma
con MG-132 %, I’espressione mediata da adenovirus di una forma non
degradabile di IkBa. *'. Molte di queste strategie sono state testate in vivo
per regolare I’ipertrofia cardiaca. Un topo transgenico che overesprime un
dominante negativo di IkBa con tripla mutazione nei siti di fosforilazione
coinvolti nella sua degradazione (S32A, S36A, Y42F) presenta una normale

morfologia cardiaca e attivazione di NFxB in risposta a citochine, e la

cardiomiopatia indotta dal TNFo ¢ completamente assente in questi topi *'.



Inoltre, I’inibizione dell’attivita di NFxB, ottenuta in un modello murino
transgenico che presenta il knockout del gene codificante la subunita p50 di

NFkB, attenua I’ipertrofia del miocardio ** #

. NFxB ¢ il principale
regolatore della produzione di citochine e delle risposte apoptotiche. E
chiaro quindi che il suo effetto sulla regolazione dell’ipertrofia cardiaca
dipende dalla regolazione delle risposte infiammatorie indotte dalle
citochine e dalla regolazione dell’apoptosi cellulare. Tutte queste evidenze
suggeriscono che il blocco di NFkB puo essere un’efficace strategia
terapeutica per l’inibizione dell’ipertrofia cardiaca. In questo studio

abbiamo testato la capacita del dominio RH di GRKS di inibire I’ipertrofia

ventricolare sinistra mediante inibizione dell’attivita trascrizionale di NFkB.



SCOPO DELLO STUDIO

In questo studio abbiamo valutato il ruolo di GRKS nella regolazione
dell’attivita trascrizionale di NFxB e D’effetto di questa modulazione su

alcune patologie caratterizzate da un’aumentata attivazione di NF«xB, il

cancro e I’ipertrofia ventricolare sinistra.
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METODI

Colture cellulari

Cellule endoteliali di aorta bovina (BAEC), cellule HEK293,
cardiomioblasti (H9C2), cellule derivanti da carcinoma anaplastico della
tiroide (KAT-4) sono coltivate nel mezzo di coltura “Dulbecco’s minimal
essential medium” (DMEM) con aggiunta di 10% di siero bovino (FBS) a

37°C in 95% aria-5%CO,.
Silenziamento genico di GRKS

La sequenza del siRNA per il gene umano di GRKS e la procedura per il
silenziamento genico sono state descritte in precedenza .

Clonaggio

I plasmidi pRKS5-GRKS5-WT e pRK5-GRKS5-K215R (forma priva di attivita
catalitica) sono un dono della dott.ssa J. Pitcher (University College,
London). pRKS5-GRKS5-WT ¢ stato usato come templato per clonare i
singoli domini di GRK5 mediante PCR. p-IkBao WT ¢ un dono del Dr.
Antonio Leonardi (Universita Federico II di Napoli) ed ¢ stato usato come
templato per il clonaggio di IkBa-CT. I primers sono stati disegnati con
I’aggiunta delle sequenze dei siti di restrizione degli enzimi Xba I ¢ HIND
IIT (Tabella I). Per sintetizzare una proteina che riproducesse il dominio RH
di GRKS5 e fosse in grado di veicolare all’interno della cellula
autonomamente, abbiamo disegnato il plasmide TAT-RH, usando
pcDNA3.1-GRKS5-RH come template per amplificare la sequenza RH. I
primers per I’amplificaziopne contengono i siti di restrizione per gli enzimi
NCO I e KPN I (Tabella I). Gli amplificati sono stati poi clonati nel vettore

pTAT-HA, dono del Dr. Steven Dowdy (Washington University School of
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Medicine). II vettore pTAT-HA comprende il dominio TAT di 111
aminoacidi, che ¢ la sequenza minima di HIV TAT capace di entrare
autonomamente nella cellula, e istidina e HA come sequenze tag.

Le sequenze amplificate dei singoli domini di GRKS sono state purificate
mediante 1’utilizzo del kit “gel extraction kit* (Invitrogen) e clonato nel
plasmide pcDNA 3.1 myc/his A (Invitrogen) mediante ’utilizzo di T4 DNA
ligase (Promega). La trasfezione transiente nelle BAEC ¢ stata realizzata
con la Lipofectamine 2000 (Invitrogen). I plasmidi Ig- kB-luciferase ¢ RSV-
BGalactosidase sono un dono del Dr. Antonio Leonardi (Universita Federico
IT di Napoli). L’adenovirus codificante la regione amino-terminale di GRKS
(AdGRKS5-NT) che comprende il dominio RH ¢ un dono del Dr. W.J. Koch
(Jefferson University, Philadelphia). E un adenovirus bicistrionico
codificante la regiopne NT di GRKS5 (aa 1-180) e la Green Fluorescent
Protein (GFP) sotto il controllo di promotori CMV indipendenti.
L’adenovirus vuoto (AdEmpty) o codificante Lac-Z (AdLac-Z) sono stai
utilizzati come controlli negativi.

RT-PCR

L’RNA totale ¢ stato estratto mediante [’utilizzo di Trizol (Invitrogen)
seguendo lo specifico protocollo. I1 cDNA ¢ stato sintetizzato mediante
Thermo-Script RT-PCR System (Invitrogen). Dopo la reazione di trascrittasi
inversa, la real-time (RT-PCR) ¢ stata realizzata utilizzando il sistema della
SYBR Green (Applied Biosystems) sullo strumento StepOne (Applied
Biosystem). Le sequnze dei primers sono descritte in Tabella II.

Sintesi e purificazione della proteina TAT-RH
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I plasmidi TAT e TAT-RH sono stati trasformati in cellule batteriche BL21
(DE3) pLysS (Invitrogen) e cresciuti overnight in 2L di Luria Broth (LB).
Quindi, le cellule sono trattate con Isopropylthiogalactoside (IPTG, 100 uM,
3 ore) per indurre I’espressione della proteina. Per la purificazione della
proteina abbiamo utilizzato condizioni denaturanti per raccogliere anche la
proteina ricombinante dai corpi inclusi (Buffer di lisi: 8M Urea, 100 mM
NaCl, 20 mM Hepes pH 8) su colonna con matrice di nichel Ni-NTA (GE
Healthcare). Dopo diversi lavaggi con il buffer di lisi, la proteina
ricombinante ¢ stata eluita dalla colonna utilizzando quantita crescenti di
imidazolo (100, 200 and 500 mM). Il refolding della proteina ¢ stato
realizzato mediante cambio di buffer in colonne Amicon Ultra-4 Centrifugal
Filters (Millipore). La proteina TAT-RH cosi ottenuta ¢ stata aggiunta
direttamente al mezzo di coltura per gli esperimenti in vitro o iniettata nel

tumore per gli esperimenti in vivo.

Preparazione di estratti nucleari

Le cellule sono state lavate in un buffer fosfato freddo (PBS) e risospese in
buffer ipotonico [10mM Hepes pH 7.9; 10mM KCI; 0.1 mM EDTA; 0.1
mM EGTA; 0.1 mM NaVO;; ImM DTT; 0.5 mM PMSF]. Le cellule sono
poi lisate con I’aggiunta di 10% NP40. I nuclei sono ottenuti mediante
centrifugazione a 12000 rpm per 30" e risospesi in buffer ipertonico [20mM
Hepes pH 7.9; 400 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 20% Glycerol;
0.1 mM NaVOs;; ImM DTT; 0.5 mM PMSF]. L’istone 3 (H3) ¢ stato

utilizzato come controllo negli esperimenti di western blot.

Immunoprecipitazione e western blot
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Le cellule o i cuori prelevati dai ratti al termine del trattamento sono stati
lisati in RIPA/SDS bufter [SOmM Tris-HCI (pH 7,5), 150mM NaCL, 1%NP-
40, 0,25% deoxycholate, 9,4mg/50ml sodium orthovanadate, 20% sodium
dodecyl sulphate]. Le proteine sono state trasferite su membrana di
nitrocellulosa mediante western blotting e visualizzate utilizzando lo
specifico anticorpo mediante autoradiografia su lastra radiografica.
L’immagine ¢ stata digitalizzata e quindi processata per [’analisi
densitometrica. L’immunoprecipitazione ¢ realizzata su estratti totali
precipitando le proteine con lo specifico anticorpo legato a beads di agarosio
(A/G agarose beads, SantaCruz). Gli immunocomplessi sono stati poi
analizzati mediante western blot.

Immunofluorescenza

Le cellule sono cresciute su vetrini (chamber slides, Nunc, LabTek) e
transfettate come indicato in figura. 24 ore dopo la trasfezione le cellule
sono fissate in metanolo freddo e permeabilizzate con 0.01% Triton X-100
in PBS. Segue l’incubazione con lo specifico anticorpo primario € un
anticorpo secondario fluoresceinato. Le immagini sono state realizzate su
microscopio a fluorescenza Eclipse E1000 Fluorescence Microscope
(Nikon).

Apoptosi

L’analisi dell’apoptosi ¢ stata realizzata mediante western blot utilizzando
un anticorpo selettivo per la caspasi 3 clivata o mediante
immunofluorescenza utilizzando un kit per la colorazione dell’Annexina V

(Annexin-V-FLUOS Staining kit, Roche).
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Saggio di Luciferasi

Le cellule sono sottoposte a trasfezione transiente con un vettore plasmidico
codificante il promotore del Fattore Natriuretico Atriale (ANF), kB-

luciferase reporter (kB-Luc), e [-galattosidasi (B-Gal) mediante
Lipofectamina (Invitrogen) seguendo il protocollo specifico. Al termine
della trasfezione le cellule sono state lisate utilizzando uno specifico buffer
di lisi in accordo con il protocollo del kit (Luciferase assay system with
reporter lysis buffer, Promega) e 1 risultati sono stati analizzati al

luminometro.
Elettrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Per valutare I’attivita trascrizionale di NFxB, ¢ stato effettuato un saggio
EMSA su estratti nucleari da cellule o cuori di ratti (WKY e SHR).
L’oligonucleotide doppio filamento di NF«B (5
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3°) ¢ stato marcato con [y-*P] ATP
(GE Healthcare). I campioni sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di

poliacrilammide 8% in buffer TBE e autoradiografia.

Saggio di migrazione cellulare e saggio di angiogenesi in vitro

La migrazione cellulare e 1’angiogenesi in vitro sono state valutate come
precedentemente descritto .

Analisi istologica

Per I’analisi istologica, 1 cuori sono stati fissati in formalina e inclusi in
paraffina. Le sezioni paraffinate, ottenute mediante taglio al microtomo,
sono state sottoposte a colorazione Ematossilina-Eosina o tricromica di
Masson, secondo il protocollo standard, per valutare rispettivamente la

morfologia e la fibrosi. Su alcune sezioni sono state eseguite delle reazioni

15



di immunoistochimica utilizzando gli specifici anticorpi e colorando le
proteine di interesse con diaminobenzidina (DAB).

Studio in vivo

Tutte le procedure in vivo sono state approvate dal Comitato Etico locale
dell’Universita degli Studi di Napoli “Federico II”.

Studio sui tumori

Per gli esperimenti sui tumori sono stati analizzati topi nudi del ceppo
BALB/c (Charles River). Questo ceppo di topi ¢ stato scelto per la sua
immunodeficienza che permette a tumori iniettati di attecchire sottocute.
Dopo una settimana di adattamento, una sospensione cellulare di circa 2,5
milioni di cellule di carcinoma umano anaplastico della tiroide (KAT4) ¢
stata inoculata sottocute nel lato dorsale dei topi nudi. Dopo 10 giorni
dall’iniezione delle cellule tumorali, sono visibili piccoli tumori del
diametro di circa 0,5 cm. Il diametro del tumore ¢ stato misurato con un
calibro ed il volume calcolato applicando la formula V= A x B%/2 (dove A=
diametro maggiore, B= diametro minore). I topi sono stati suddivisi in
gruppi: un gruppo di controllo e tre gruppi di trattati. I tre gruppi di trattati
hanno ricevuto rispettivamente iniezioni di 10® pfu (low dose) e 10" pfu
(high dose) dell’adenovirus AAGRK5-RH e 200 pg di proteina purificata
TAT RH, mentre nei rispettivi controlli ¢ stato iniettato un’uguale dose di
adenovirus di controllo AdLac-Z o un uguale volume di soluzione
fisiologica. Gli animali hanno ricevuto due trattamenti a settimana per circa
tre settimane. Al termine del periodo di trattamento, gli animali sono stati
sacrificati ed i tumori prelevati e conservati per I’analisi istologica e
biochimica.

Studio sull’ipertrofia ventricolare sinistra
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Per lo studio dell’ipertrofia ventricolare sinistra sono stati utilizzati ratti
spontaneamente ipertesi ed ipertrofici (SHR) e ratti normotesi (WKY). I
trattamenti sono stati effettuati mediante iniezione intra-cardiaca di AdLac-Z
(come controllo) 0 AAGRKS5-NT. Gli animali sono stati anestetizzati con
isofluorano (4%), e intubati. Il torace ¢ aperto mediante una mini-
toracotomia parasternale destra per esporre il cuore. Sono poi effettuate 4
iniezioni da 50ul ognuna di AdGRKS5-NT (10"pfu/ml) o AdLac-Z
(10"pfu/ml), come controllo, nella parete cardiaca (anteriore, laterale,
posteriore, apicale). Infine, il torace ¢ velocemente richiuso utilizzando
suture in seta 3-0. Nel gruppo dei ratti WKY, abbiamo impiantato sottocute
una pompa osmotica (Alzet 2004) ch rilascia PE (100 mg/kg) come gia
descritto in precedenza *.

Ecocardiografia

Gli ecocardiogrammi trans-toracici sono stati effettuati negli animali al
momento del trattamento e 1 volta a settimana per 4 settimane. I ratti sono
stati anestetizzati con isofluorano e posti sullo specifico apparato
diagnostico. Gli ecocardiogrammi sono stati eseguiti utilizzando
un’apparecchiatura elettronica dedicata (VeVo, VisualSonic) utilizzando una
sonda specifica per ratti.

Misurazione della pressione arteriosa

La PA ¢ stata misurata con metodologia invasiva mediante tecnologia
Millar® (Millar Instruments, Houston, TX, USA). Un catetere 1.0-Fr (SPR
1000/2) ¢ stato inserito nella carotide comune sinistra e fatto avanzare fina
all’aorta ascendente in ratti anestetizzati con 98% ossigeno, 2% isofluorano,
(IsoFlo, Veterinaria Esteve, Barcelona, Spain). La PA e la frequenza

cardiaca sono state registrate per 15 minuti dopo la sospensione
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dell’erogazione dell’anestetico, utilizzando un apposito registratore a 8
canali (Gould Instruments Systems, Cleveland, OH, USA). I dati sono stati
analizzati con un software dedicato (Powerlab-Chart 5, ADInstruments,
Sydney, NSW, Australia).

Analisi statistica.

L’analisi della varianza ¢ stata effettuata utilizzando il software SPSS. In
base a studi pilota abbiamo osservato che la differenza minima tra gruppi ¢
di circa un ordine di grandezza. Le dimensioni dei campioni sono state

ricavate dalla Power Analysis, per ottenere una differenza statistica di 0,05.
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RISULTATI

Studio in vitro: cellule endoteliali

L’overespressione di GRKS determina accumulo nucleare di IxBa

Abbiamo valutato la localizzazione cellulare di GRKS5 e IkBa, in cellule
endoteliali di aorta bovina (BAEC) con overespressione della forma wild

type (WT) di GRKS mediante western blot. L’ overespressione di GRKS5-WT

aumenta 1 livelli totali di IxkBa, inducendo 1’accumulo di IkBa nel nucleo
(Fig. 1A). La Figura 1B mostra che i livelli totali e nucleari di GRKS dopo

la trasfezione aumentano in maniera dose dipendente e si associano con un
progressivo accumulo di IxBa sia in estratti totali che nucleari. In accordo

agli aumenti di IxBa, ’attivita trascrizionale di NFxB, valutata mediante
saggio di luciferasi, diminuisce nel tempo. All’opposto, il silenziamento di
GRKS, ottenuto mediante 1’utilizzo di siRNA in HEK293, diminuisce i
livelli di IkBa e causa I’aumento dell’attivita di NFkB (Fig. 1C). Questi dati
suggeriscono che GRKS ¢ in grado di regolare I’attivita trascrizionale di

NFxB mediante stabilizzazione di IxkBo nel nucleo. Per verificare se

l'attivita catalitica di GRKS5 sia necessaria a determinare 1’accumulo di

IkBa, abbiamo overespresso nelle cellule una forma mutata di GRKS che ¢

priva di attivita catalitica (K215R).

GRKS5-WT e GRK5-K215R sono entrambe presenti nel nucleo (Fig. 1D)
dove agiscono allo stesso modo nel determinare un aumento di IxBa e una
riduzione dell’attivita di NFxB. Quindi, ’attivita catalitica di GRKS5 non ¢
indispensabile per determinare I’inibizione dell’attivita trascrizionale di

NFxB.
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GRKS} interagisce con IkBa

Abbiamo, quindi, valutato in BAEC la possibilita che GRKS possa
interagire  direttamente con IkBo. Mediante esperimenti di  co-
immunoprecipitazione abbiamo dimostrato che GRKS interagisce con
IkBa (Fig.2A). Dal momento che IkBa ¢ notoriamente legato a NFxB, per
determinare se il legame tra GRKS5 e IkBa fosse mediato da NFkB,
abbiamo ripetuto ’esperimento di co-immunoprecipitazione utilizzando le
proteine purificate di GRKS, IkBa e MEK-I (come controllo negativo).
GRKS5 ¢ in grado di immunoprecipitare IkBa, indicando che I’interazione

tra GRKS e IkBa ¢ diretta e non mediata da altre proteine (Fig.2B).

RH é il dominio di GRKS responsabile dell’interazione con IxBa

Per identificare la regione di GRKS che interagisce con IkBa, abbiamo
generato dei mini-geni di GRKS, taggati con myc e istidina (Fig. 3A):
GRKS5-WT (1-590 aa), GRKS5-NT (1-176 aa), GRKS5-RH (50-176 aa) e
GRKS5-CT (176-590 aa). GRK5-WT, -NT e -RH, ma non -CT, sono tutti in
grado di precipitare [kBa (Fig. 3B). Questi dati suggeriscono che il dominio
RH ¢ il dominio di GRKS5 che lega IkBo. Infatti, I’overespressione di
GRK5-RH in BAEC aumenta i livelli totali (Fig. 3C) e nucleari di
IkBa (Fig. 3D) e inibisce l'attivita trascrizionale di NF«B (Fig. 3E). Per
poter identificare il dominio di IxkBa che interagisce con GRKS5, abbiamo

clonato la forma mutata di IxkBa che ¢ priva del dominio amino-terminale,

e abbiamo valutato la sua capacita di co-immunoprecipitare con GRKS. La
Fig. 3F mostra che IkBa-WT co-immunoprecipita con GRKS mentre IkBo.-

CT non lega GRKS. Entrambi i mutanti di IxBa legano NFkB. Questi dati
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dimostrano che GRKS5-RH interagisce con il complesso NFxB/IkBa

mediante legame diretto con il dominio amino-terminale di IkBa.

GRKS5-RH inibisce la trascrizione di TNFa

Abbiamo, quindi, studiato gli effetti biologici di questo nuovo meccanismo
di regolazione dell’attivita di NFxB. NFkB regola I’espressione di molte
citochine, tra cui TNFo. Dal momento che abbiamo dimostrato che GRKS
inibisce D’attivazione di NFkB, abbiamo valutato 1’abilita di GRK5-RH di
regolare I’espressione di citochine, in particolare TNFa, mediante Real
Time PCR. GRK5-RH inibisce 1’espressione genica di TNFa indotta dalla

stimolazione con LPS (Fig. 4A).
GRK5-RH aumenta ’apoptosi

NF«B regola le risposte apoptotiche sia in contesti fisiologici che patologici.
L’overespressione di GRK5-RH aumenta 1 livelli di caspasi 3 clivata,
marker di apoptosi (Fig. 4B). Questo dato ¢ stato confermato mediante
analisi dell’apoptosi in fluorescenza utilizzando Annessina V come target
(Fig. 4C). Questi dati suggeriscono che I’inibizione di NFkB indotta da

GRKS5-RH causa aumento delle risposte apoptotiche.

GRK5-RH inibisce la migrazione e la neo-angiogenesi delle cellule
endoteliali

Abbiamo valutato anche altri fenotipi pro-angiogenici che sono regolati da
NFkB. In particolare, abbiamo studiato gli effetti di GRKS-RH sulla
migrazione cellulare, utilizzando un cell monolayer-wounding assay, e sulla
angiogenesi in vitro. L’overespressione di GRKS5-RH nelle BAEC inibisce

la migrazione cellulare (Fig. 4D ) e la formazione di nuovi vasi su matrice
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extracellulare di matrigel (Fig. 4E), suggerendo che GRKS5-RH regola

negativamente le risposte pro-angiogeniche delle cellule endoteliali.

Quindi, questa prima parte dello studio rivela una nuova funzione cellulare

di GRKS, di regolazione della trascrizione genica. In particolare, GRKS
inibisce I’attivita trascrizionale di NFxB mediante legame diretto del suo
dominio RH con la proteina inibitoria IxBa e stabilizzazione del complesso
NF«kB/IkBa nel nucleo. Questi risultati propongono quindi GRK5-RH come
possibile target terapeutico per tutte quelle condizioni patologiche
caratterizzate da un aumento dell’attivita trascrizionale di NFxB.

Alla luce di tale risultato abbiamo voluto valutare I’effetto del trattamento

con GRKS5- NT in patologie caratterizzate da elevata attivazione di NF«B,

come il cancro e I’ipertrofia ventricolare sinistra.
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Valutazione degli effetti di GRK5-NT in vivo: Studio sui tumori

GRKS5-NT regola il signaling di NFxB in cellule tumorali in vitro e in

vivo: trattamento con [’adenovirus

Per valutare gli effetti biologici dell’inibizione dell’attivita di NFxB indotta
da GRKS, abbiamo condotto i nostri studi in modello patologico in vitro, il
cancro, in cui Dattivita di NFkB ¢& costitutivamente attiva. In cellule
tumorali KAT4, ’overespressione di GRKS5-NT mediata da adenovirus
(AdGRKS5-NT) induce localizzazione nucleare di IxBa (Fig. 5A) e, anche in
questo tipo cellulare, I’interazione tra GRKS-NT e IkBo ¢ presente in
condizioni basali ed aumenta dopo overespressione di GRKS-NT (dati non
mostrati). L’effetto piu rilevante dell’aumentata attivita di NFxB nel tumore
¢ il blocco dei processi apoptotici. Abbiamo quindi valutato I’apoptosi nelle
cellule KAT4 in cui abbiamo overespresso GRKS5-NT. L’overespressione di
GRKS5-NT causa un aumento dei livelli di caspasi 3 clivata (Fig. 5B) e di
Annessina V sulla membrana cellulare (Fig.5C), che si associa ad una
inibizione dell’attivita di NFxB (Fig. 5D). Per validare i dati ottenuti in
vitro, abbiamo studiato gli effetti di GRK5-NT in un modello di cancro in
vivo. In topi nudi (BALB/c) di circa 6 settimane ¢ stata inoculata sottocute
una sospensione cellulare di circa 2,5 milioni di cellule di carcinoma
anaplastico della tiroide (KAT4). Dopo 10 giorni dall’iniezione, abbiamo
iniziato il trattamento del tumore con basse ed alte dosi dell’adenovirus
codificante GRK-NT. Il grafico in Fig. 6A mostra che il trattamento con
basse dosi di AAGRKS-NT ¢ in grado di rallentare la crescita del tumore
rispetto al controllo e, aumentando la quantita di virus, il trattamento risulta

piu efficace, dal momento che inibisce completamente la proliferazione
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delle cellule tumorali mantenendo inalterato il volume del tumore dall’inizio
del trattamento. L’inibizione della crescita tumorale nei trattati ad alte dosi
di AAGRKS-NT ¢ in accordo con la media del peso dei tumori trattati
rispetto a quelli di controllo (Fig. 6A). Non si sono verificati cambiamenti
significativi nel peso corporeo degli animali nei tre gruppi nel corso del
trattamento, il che indica una bassa tossicita del trattamento. Al termine del
trattamento i tumori sono stati prelevati ed omogenati nel buffer RIPA/SDS
per I’analisi biochimica. L’espressione di GRKS5-NT nelle cellule tumorali ¢
evidenziata mediante analisi in fluorescenza, in sezioni di tessuto incluso in
paraffina (Fig. 6B). L’espressione dell’adenovirus di controllo ¢ valutata
mediante colorazione con X-GAL (Fig. 6B). Nei campioni omogenati sono
stati valutati i livelli totali di IxBo. In accordo con i risultati in vitro, il
trattamento con AdGRKS-NT causa un accumulo di IxBa (Fig.
6C). L’angiogenesi patologica ¢ essenziale per la progressione maligna dei
tumori solidi e il fattore fondamentale che regola questo processo ¢ il
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Abbiamo quindi valutato i
livelli di espressione del VEGF nei campioni di tumore. Si osserva una
diminuzione dei livelli di espressione del VEGF nei trattati rispetto ai
controlli che ¢ in accordo con la riduzione della crescita tumorale (Fig. 6C).
L’apoptosi ¢ I’effetto principale dell’inibizione dell’attivita di NFxB, dal
momento che nello sviluppo tumorale la cellula maligna evade i meccanismi
che inducono morte cellulare mediante I’attivazione di meccanismi anti-
apoptotici NFkB-dipendenti. Nei tumori trattati si osserva un aumento di

caspase 3 clivata (Fig. 6C). Questi dati suggeriscono un’inibizione
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dell’attivita di NFxB nei tumori trattati con AdJGRKS5-NT, che ¢é stata

confermata mediante EMSA (Fig. 6D).

GRKS5-NT regola il signaling di NFxB in cellule tumorali in vitro e in

vivo: trattamento con TAT-RH

Al fine di ridurre 1 livelli di tossicita che possono essere prodotti dal
trattamento con 1’adenovirus, abbiamo clonato il minigene che corrisponde
alla regione RH di GRKS5 (Fig.7A) e purificato la proteina RH (Fig.7B), che
essendo fusa alla proteina TAT ¢ in grado di entrare all’interno della cellula
senza essere veicolata da alcun tipo di vettore (Fig. 7C). Abbiamo testato
I’efficacia di azione della proteina TAT-RH, analizzando in vitro, in cellule
KAT4, i livelli totali di IxkBa e gli effetti pro-apoptotici, mediante western
blot. L’aggiunta della proteina ricombinante al mezzo di coltura determina
aumento dei livelli di IkBa e caspasi 3 clivata (Fig. 7D). L’effetto di TAT-
RH sull’apoptosi ¢ stato confermato mediante colorazione di Annessina V in
fluorescenza (Fig. 7E), in cui I’apoptosi viene determinata misurando il
legame dell’Annessina V ai residui di fosfatidilserina, la quale durante il
processo apoptotico si sposta dal foglietto interno a quello esterno della
membrana plasmatica. Abbiamo, quindi, testato gli effetti della proteina in
vivo. Gli animali sono stati sottoposti ad iniezione intra-tumore di 200 pg di
proteina purificata (2 iniezioni/settimana per 4 settimane). Il trattamento ¢ in
grado di riprodurre gli stessi effetti indotti dal trattamento con alte dosi di
AdGRKS5-NT (Fig. 8A). Anche durante il trattamento con la proteina
purificata, cosi come nel trattamento con 1’adenovirus, non sono state
osservate variazioni significative nel peso corporeo tra animali di controllo e

trattati. I tumori prelevati al termine del trattamento sono stati utilizzati per
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I’analisi biochimica. Anche TAT-RH, come AdGRKS5-NT, ¢ in grado di
aumentare i livelli di IkBa e caspasi 3 clivata, e ridurre 1’espressione di
VEGF (Fig. 8B). Tutto questo si associa ad una riduzione dell’attivita
trascrizionale di NFkB (Fig. 8C), valutata mediante EMSA.

Al fine di valutare gli eventuali effetti tossici indotti dal trattamento con la
proteina  TAT-RH, alcuni animali sono stati sottoposti ad iniezione
intraperitoneale di 200 pg di proteina TAT RH. Sono state utilizzate le stesse
quantita di proteina, uguale numero di iniezioni e durata di trattamento che
sono risultati efficaci nella inibizione della crescita tumorale. I parametri
che sono stati presi in considerazione per valutare gli effetti avversi della
proteina purificata sono stati:

o sintomi tossici, consumo di cibo e acqua, ¢ modifiche del peso
corporeo mediante osservazione giornaliera

. peso ed analisi istologica degli organi interni (polmone, rene, fegato)
al termine dello studio

Dall’analisi di questi parametri risulta che per I’intera durata del trattamento
non si ¢ verificato alcun cambiamento dello stato di salute generale dei topi
trattati con iniezione intra-peritoneale della proteina; in particolare, non
sono state osservate differenze significative del peso corporeo degli animali
trattati rispetto a quelli di controllo (dati non mostrati) né segni di
inappetenza o disidratazione, alterazioni del trofismo e della pigmentazione
della cute. Inoltre, al termine del trattamento con iniezione intra-peritoneale
della proteina, gli animali sono stati sacrificati e gli organi interni prelevati.

Non ¢ stata osservata alcuna modificazione del peso o della morfologia di
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polmone, rene e fegato, il che evidenzia 1’assenza di danni organo-specifici,

negli animali in trattamento rispetto agli animali di controllo.
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Valutazione degli effetti di GRKS5-NT in vivo: Studio sull’ipertrofia

cardiaca

Studio in vitro

Abbiamo valutato in vitro I’effetto di GRKS-NT, che comprende il dominio

RH, sulla regolazione del signaling e dell’attivita trascrizionale di NFkB in
cardiomioblasti in coltura (H9C2). In queste cellule, AdGRKS-NT
determina un aumento dei livelli totali di IkBa (Fig. 9A), valutati mediante
western blot. L’effetto di GRKS5-NT sull’attivita di NFkB ¢ stato valutato
mediante saggio di luciferasi. PE aumenta I’attivita trascrizionale di NFxB e
I’overespressione di GRKS5-NT riduce questo effetto sia in condizioni basali
che dopo stimolazione con PE (Fig. 9B), suggerendo che NFxB ¢ regolato
da stimoli ipertrofici nelle cellule cardiache e che GRKS5-NT ¢ in grado di
modulare questo fenomeno.

Per valutare la capacita di GRKS-NT di regolare I’ipertrofia in vitro,
abbiamo effettuato un saggio di luciferasi per il promotore dell’ANF. La
Fig. 9C mostra che I’overespressione di GRKS5-NT inibisce 1’attivita del
promotore dell’ANF indotta da PE. Questi dati in vitro suggeriscono che
GRKS5-NT puo regolare I’espressione di geni ipertrofici mediante la
modulazione dell’attivita di NFxB.

Studio in vive in ratti SHR

Parametri ecocardiografici

Per gli esperimenti in vivo abbiamo utilizzato come modello animale i ratti
SHR, nei quali Iipertrofia ventricolare sinistra (LVH) ¢ indotta

dall’ipertensione. AAGRKS-NT o AdLac-Z sono stati iniettati nella parete



cardiaca di questi animali e LVH ¢ stata valutata dopo 4 settimane
dall’iniezione, mediante ecocardiografia. Il trattamento con AdGRKS-NT
riduce lo spessore del setto interventricolare (IVS) e della parete posteriore
(PW) (Figure 10A), LVM/BW (Figure 10B) e il rapporto HW/BW (Figure
10C). LVEF e LVFS, che sono diminuite nei ratti SHR di controllo rispetto
ai WKY, ritornano ai livelli dei ratti normotesi negli animali trattati con
AdGRKS-NT (Figure 10D). L’analisi biochimica conferma la riduzione di
LVH. Abbiamo infatti valutato l’espressione di un gene marcatore di
ipertrofia, ANF, e di infiammazione, TNFa mediante Real Time PCR. Dopo
1 settimana dall’inizio del trattamento [’espressione dell’ANF ¢
significativamente ridotta nel cuore di ratti trattati con AAGRKS5-NT e dopo
4 settimane si osserva un’ulteriore riduzione (Figure 2E). Un simile risultato
¢ ottenuto per il TNFa (figure 2E). Per escludere la possibilita che
I’ipertensione sia coinvolta in questo fenomeno, abbiamo misurato i livelli
di pressione arteriosa (PA) in questi animali al termine dello studio. La PA ¢
sorprendentemente aumentata nei ratti trattati con AAGRKS-NT rispetto ai
controlli. (Figure 2F). questo puod essere dovuto ad un miglioramento della
funzione cardiaca come mostrato dai risultati dei dP/d¢ max e min che sono
entrambi migliorati negli animali trattati con AdGRKS-NT (WKY: +
7989+486, -6728+ 452; SHR + 4087+315, -4555+ 419; AdLac -Z:
+4296+521, -4962+503; AAGRKS-NT: + 75434683, -6975+ 547 mmHg/s;
p<0.05).

Analisi istologica

A 1 e 4 settimane dall’iniezione, 1 cuori sono stati prelevati e 1’espressione

di AJGRKS5-NT ¢ stata valutata mediante analisi istologica. GRK5-NT ¢



espresso omogeneamente nel cuore ad 1 settimana di trattamento e, sebbene
ridotto, ¢ ancora presente a 4 settimane come mostrato dai risultati
dell’immunoistochimica e dell’immunofluorescenza (Figure 11A). LVH
causata da ipertensione cronica si associa a due processi patologici:
ipertrofia dei cardiomiociti e fibrosi. Quindi, per confermare 1’effetto
inibitorio di GRKS-NT sull’ipertrofia cardiaca, abbiamo analizzato le
dimensioni dei cardiomiociti e la fibrosi mediante analisi istologica.
Entrambe sono ridotte dal trattamento con AdGRKS-NT (Figure 11B).

Signaling di NFxB

A conferma dei dati in vivo, abbiamo analizzato ex vivo 1’effetto del
trattamento con GRKS5-NT sul signaling di NFxB nei cuori dei ratti SHR. In

estratti cellulari totali, i livelli di IkBow sono aumentati dal trattamento con
AdGRKS-NT rispetto ai controlli trattati con AdLAcZ (Figure 11C). A
questo si associa una localizzazione nucleare sia di IxkBa che NFxB, con
una riduzione della forma fosforilata e quindi attiva di NFxB (Figure 11D).
Abbiamo quindi valutato 1’attivita trascrizionale di NFxB mediante EMSA,

che risulta diminuita in maniera tempo-dipendente negli animali trattati con

AdGRKS5-NT (Figure 11E). Abbiamo inoltre confermato 1’inibizione di
NF«kB indotta da GRKS5-NT nei cuori ipertrofici, valutando ’effetto del
trattamento sull’apoptosi, evento che ¢ sotto il controllo trascrizionale di
NF«xB. I livelli di caspasi 3 clivata, marcatore di apoptosi, risultano
aumentati nei ratti SHR trattati con AAGRKS5-NT rispetto ai controlli (Fig.

11C).
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Studio in vivo in ratti WKY

Abbiamo verificato se AAGRKS-NT fosse in grado di prevenire lo sviluppo
dell’ipertrofia cardiaca in ratti WKY nei quali D'ipertrofia ¢ indotta
farmacologicamente mediante stimolazione cronica con PE (14 giorni). I
ratti sono trattati con AAGRKS-NT o AdLac-Z prima di indurre 1’ipertrofia
per valutarne I’evoluzione. Il rimodellamento cardiaco ¢ stato valutato
mediante analisi ecocardiografica una volta a settimana per due settimane.
AdGRKS-NT previene in maniera significativa lo sviluppo di LVH indotta
da PE, come dimostrato dalla riduzione di IVS (Figure 12A), LVM/BW
(Figure 12B) e HW/BW (Figure 12C). Questo si associa anche ad una
riduzione dell’espressione genica dell’ANF, valutata mediante Real Time

PCR (Figure 12D).
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DISCUSSIONE

La famiglia delle GRK ¢ conosciuta per la sua capacita di regolare I’attivita
di recettori di membrana associati a proteina G (GPCR), mediante eventi di
fosforilazione e desensibilizzazione del recettore. Negli ultimi anni diversi
studi hanno riportato nuovi target cellulari per queste chinasi. Le GRK,
infatti, sono in grado di interagire con proteine non recettoriali (PI3K, AKT,
MEK), suggerendo quindi nuove funzioni cellulari per queste chinasi 7%,
Inoltre, ¢ stato dimostrato che GRKS5 ¢ in grado di localizzarsi all’interno
del nucleo 2, ma finora non ¢ stata ancora chiarita la sua funzione nucleare.
Il nostro lavoro contribuisce a chiarire questo aspetto, infatti in questo
studio abbiamo confermato la presenza di GRKS nel nucleo ed identificato
la funzione nucleare di questa chinasi. In particolare, i nostri dati mostrano
che GRKS regola negativamente 1’attivita trascrizionale di NFkB, attraverso
I’interazione con la proteina inibitoria, IxkBo. Mediante il clonaggio di
singoli domini di GRKS e IkBa abbiamo identificato le regioni coinvolte in
questa interazione: il dominio RH di GRKS5 (GRKS5-RH) e il dominio
amino-terminale di IkBo (IkBa—NT). Il meccanismo di regolazione si basa
su un interazione proteina-proteina in cui RH maschera la sequenza NES su
IkBa causando la stabilizzazione del complesso NFxB/IkBa nel nucleo e,
di conseguenza, inibizione della trascrizione genica. Questo meccanismo di
regolazione sembra essere ubiquitario dal momento che questa interazione ¢

presente in diversi tipi cellulari: BAEC, HEK293, KAT4, HOC2.

La nostra scoperta di un nuovo meccanismo di regolazione dell’attivita di
NFkB, basato sull’interazione proteina-proteina, potrebbe avere una certa

rilevanza fisio-patologica dal momento che NF«B regola 1’espressione di
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geni coinvolti nelle risposte infiammatorie e in diverse patologie,

5192 inflammazione cronica

come cancro **>*, disfunzione cardiovascolare
' Abbiamo quindi testato I’effetto del dominio RH di GRKS in due diverse

patologie caratterizzate da un’elevata attivazione di NFkB, il cancro e

I’ipertrofia ventricolare sinistra.

Avendo dimostrato che RH ¢ un inibitore dell’attivita trascrizionale di

NF«xB, abbiamo valutato gli effetti di RH in vivo in un modello murino di
cancro. Il trattamento con RH, ottenuto mediante terapia genica mediata da
adenovirus, ¢ in grado di bloccare la crescita tumorale in maniera dose-
dipendente, attraverso 1’induzione della morte cellulare per apoptosi. La
terapia genica mediata da adenovirus presenta, perd, diversi problemi
nell’applicazione terapeutica per la tossicita e I’immunogenicita indotti dal
virus stesso. Per questo motivo, abbiamo clonato il gene RH in un vettore
che comprende la sequenza TAT, per la generazione di una proteina
ricombinante che ¢ in grado tramite TAT di oltrepassare la membrana
plasmatica ed entrare all’interno della cellula senza necessita di essere
veicolata. TAT ¢ una piccola sequenza di 11 aminoacidi che deriva dalla
proteina HIV TAT **, che si lega alla superficie cellulare ed entra nel
citoplasma della cellula target. Questo sistema ¢ gia stato usato con successo
per il trasferimento di proteine ricombinanti nel trattamento di modelli
murini di cancro, inflammazione ed altre patologie >>.

I nostri dati indicano che la proteina TAT RH penetra nelle cellule tumorali
inducendo apoptosi. In questo modo RH blocca la proliferazione cellulare e

di conseguenza la crescita del tumore. Uno degli aspetti piu problematici

nella terapia del cancro basata sull’inibizione dell’attivita di NFkB ¢ la

33



difficolta di trovare molecole che bloccano I’attivita oncogenica di NFxB
senza interferire con la sua attivita fisiologica nell’inflammazione e
omeostasi cellulare. Purtroppo, molti dei target terapeutici analizzati fino ad
oggi, pur essendo efficaci nell’inibizione del signaling di NF«xB, sono
comunque tossici per l’organismo. La proteina TAT RH, invece, non
risultata essere tossica dal momento che I’iniezione intraperitoneale della
proteina ricombinante non ha indotto variazioni dello stato di salute
generale degli animali in trattamento né specifici danni d’organo.

Un’ulteriore conferma dell’effetto inibitorio di GRKS5-RH sull’attivita di
NF«xB e 1 fenotipi ad esso associati deriva dallo studio di un altro modello
patologico, I’ipertrofia cardiaca. Abbiamo utilizzato un modello genetico di
ipertrofia, il ratto SHR, in cui I’ipertrofia ¢ indotta dagli elevati livelli di
pressione arteriosa. E stato descritto che 1’inibizione di NFkB riduce
Iipertrofia cardiaca in SHR in maniera indipendente dalla pressione .
Infatti, 1’1dralazina, che riduce PA senza modificare la massa cardiaca, non
ha effetto sulla massa cardiaca o sull’attivita di NFxB in SHR *. Al
contrario, I’inibizione farmacologica di NFkB con PDTC o il trattamento
con un ACE-inibitore (captopril) riduce significativamente le dimensioni del
cuore e inibisce I’attivita di NFxB *’. I nostri dati sono quindi in accordo con
la letteratura; infatti GRKS-NT ¢ in grado di inibire Iattivita di NFkB in
cardiomiociti e di conseguenza ridurre I’ipertrofia cardiaca senza cambiare
la PA. Leffetto di GRKS-NT sull’ipertrofia cardiaca in SHR non si associa
con una riduzione ma piuttosto con un aumento della PA, probabilmente
dovuto ad un miglioramento della contrattilita cardiaca, come mostrato dai

risultati dei dP/d¢ e della frazione di eiezione. Abbiamo anche effettuato
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esperimenti in vivo in un altro modello di ipertrofia (ratti normotesi WKY in
cui I’ipertrofia ¢ indotta da stimolazione cronica con PE) che hanno
confermato questi risultati. Quindi questi dati mostrano che GRKS5-NT
regola I’ipertrofia cardiaca indipendentemente dal modello animale e che
I’attivazione di NFxB ¢ un fattore determinante della risposta ipertrofica.
Per lo studio in vivo abbiamo utilizzato una nuova tecnica, 1’iniezione intra-
cardiaca di un adenovirus, che permette una espressione omogenea ¢
selettiva nel cuore di GRKS5-NT.

In conclusione, in questo studio abbiamo identificato una nuova funzione di
GRKS5 di regolazione della trascrizione genica mediante 1’inibizione
dell’attivita trascrizionale del fattore di trascrizione NFxB. In particolare,
abbiamo identificato il dominio responsabile di questo effetto (RH) per il
quale abbiamo generato una proteina sintetica in grado di riprodurre gli
stessi effetti ma senza necessita di essere veicolata nelle cellule. Abbiamo
inoltre testato questo meccanismo in vivo in due diversi modelli di patologia
in cui NFxB ¢ costitutivamente attivo e abbiamo dimostrato che il dominio
RH di GRKS5 ¢ in grado di inibire la crescita tumorale e I’ipertrofia
ventricolare sinistra mediante inibizione dell’attivita trascrizionale di NFxB.
Questi risultati sono promettenti per una possibile applicazione terapeutica
della proteina RH in quelle patologie in cui sono presenti elevati livelli di

NFxB o caratterizzate da un’elevata infiammazione.
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LEGENDE

Figura 1: L’effetto di GRKS sul signaling di NFxB in BAEC. A) GRKS5 ¢
stato overespresso in BAEC mediante trasfezione transiente. I livelli di
IkBa. ¢ GRKS5 sono stati valutati in estratti totali, citosolici ¢ nucleari
mediante western blot. Actina e H3 sono stati utilizzati come controlli.
L’overespressione di GRKS5 determina un aumento dei livelli totali e
nucleari di IkBa B) I livelli di GRKS e IkBa sono stati valutati in estratti
totali e nucleari a diversi tempi dalla trasfezione di GRKS5 (0, 12, 24, 36, 48
ore). L’aumento di espressione di GRKS nel tempo determina un graduale
aumento di IkBa a cui si associa una diminuzione dell’attivita di NFkB (*
p<0.05). C) In estratti totali di HEK293 sono stati valutati gli effetti
dell’overespressione e del silenziamnto di GRKS mediante western blot.
L’overespressione di GRKS determina un aumento dei livelli totali di [kBa
mentre il silenziamento all’opposto ne facilita la degradazione (* p<0.05).
D) Per verificare se I’attivita catalitica di GRKS5 fosse necessaria nella
regolazione di NFkB abbiamo valutato I’effetto dell’overespressione di un
dominante negativo di GRKS (K215R). Quest’ultimo ha gli stessi effetti di
GRKS5-WT nell’indurre accumulo nucleare di IkBa e NF«B (* p<0.05).

Figura 2: GRKS lega IxBa. A) Per valutare la capacita di GRKS di legare
il complesso IkBa /NFkB, abbiamo effettuato un immunoprecipitato
utilizzando gli specifici anticorpi legati a beads di agarosio. GRKS5 ¢ in
grado di legare sia IkBa che NFxB. B) A conferma di questi dati abbiamo

ripetuto 1’esperimento utilizzando le proteine purificate di GRKS, GRK2 e
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MEK I (come controllo). Sia GRKS5 che GRK2, ma non MEK I, sono in
grado di immunoprecipitare [kBa.

Figura 3: Il dominio RH di GRKS ¢ responsabile dell’effetto sul
signaling di NFxB. A) Per identificare la regione di GRKS che interagisce

con IkBa, abbiamo generato dei mini-geni di GRKS, taggati con myc e
istidina (Fig. 3A): GRK5-WT (1-590 aa), GRKS5-NT (1-176 aa), GRK5-RH
(50-176 aa) e GRKS5-CT (176-590 aa). B) I cloni generati sono stati

trasfettati nelle BAEC e precipitati con istidina per verificare il dominio di
GRKS che lega IkBa. GRKS5-WT, -NT e -RH, ma non -CT, sono tutti in
grado di co-precipitare IkBoa. C-E) L’overespressione di GRKS5-RH in
BAEC aumenta i livelli totali (C) e nucleari di IkBa (D) e questo si associa
ad una inibizione dell'attivita trascrizionale di NFxB (E) , valutata mediante
EMSA. F) Per poter identificare il dominio di IxBa che interagisce con

GRKS, abbiamo clonato la forma mutata di IkBa che ¢ priva del dominio

amino-terminale, e abbiamo valutato la sua capacita di co-
immunoprecipitare con GRKS. IkBa-WT co-immunoprecipita con GRKS
mentre IkBa-CT non lega GRKS. Entrambi i mutanti di IxBa legano

NF«kB.

Figura 4: L’effetto di GRKS5-RH su fenotipi NFkB-dipendenti. Abbiamo

studiato gli effetti biologici di questo nuovo meccanismo di regolazione
dell’attivita di NFkB. A) Abbiamo valutato 1’abilita di GRKS5-RH di
regolare I’espressione di citochine, in particolare TNFa, mediante Real

Time PCR. GRKS5-RH inibisce I’espressione genica di TNFa indotta dalla

stimolazione con LPS (* p<0.05). B-C) Abbiamo valutato D’effetto di
p
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GRKS5-RH  sull’apoptosi, fenomeno che dipende da  NF«xB.
L’overespressione di GRKS5-RH aumenta 1 livelli di caspasi 3 clivata,

marker di apoptosi. Questo dato ¢ stato confermato mediante analisi
dell’apoptosi in fluorescenza (C) utilizzando Annessina V come target (*

p<0.05). D-E) Abbiamo studiato gli effetti di GRK5-RH sulla migrazione
cellulare, utilizzando un cell monolayer-wounding assay, e sulla angiogenesi
in vitro. L’overespressione di GRKS5-RH nelle BAEC inibisce la migrazione

cellulare (D) e la formazione di nuovi vasi su matrice extracellulare di

matrigel (E) (* p<0.05).

Figura 5: L’effetto di GRKS-NT in KAT-4. A) In cellule tumorali KAT4
abbiamo determinato I’overespressione di GRKS5-NT mediante infezione
con adenovirus. AAGRKS5-NT induce localizzazione nucleare di IkBa.. B-C)
Leffetto piu rilevante dell’aumentata attivita di NFxB nel tumore ¢ il blocco
dei processi apoptotici. Abbiamo quindi valutato I’apoptosi nelle cellule
KAT4 in cui abbiamo overespresso GRKS5-NT. AdGRKS5-NT causa un
aumento dei livelli di caspasi 3 clivata (B), valutata mediante western blot e
di Annessina V sulla membrana cellulare (C), valutata mediante analisi in
fluorescenza. D) Questo si associa ad una inibizione dell’attivita di NFxB

che abbiamo valutato mediante saggio di luciferasi (*p<0.05).

Figura 6: L’effetto del trattamento con I’adenovirus AAGRKS-NT sulla
crescita tumorale. Per validare 1 dati ottenuti in vitro, abbiamo studiato gli
effetti di GRKS5-NT in un modello patologico in vivo. A) In topi nudi
(BALB/c) di circa 6 settimane ¢ stata inoculata sottocute una sospensione

cellulare di circa 2,5 milioni di cellule di carcinoma anaplastico della tiroide
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(KAT4). Dopo 10 giorni dall’iniezione, abbiamo iniziato il trattamento del
tumore con basse ed alte dosi dell’adenovirus codificante GRK-NT.
AdGRKS5-NT ¢ in grado di rallentare la crescita del tumore in maniera dose-
dipendente. B) Al termine del trattamento i tumori sono stati prelevati ed
omogenati nel buffer RIPA/SDS per 1’analisi biochimica. L’espressione di
GRKS5-NT nelle cellule tumorali ¢ evidenziata mediante analisi in
fluorescenza, in sezioni di tessuto incluso in paraffina. L’espressione
dell’adenovirus di controllo ¢ valutata mediante colorazione con X-GAL. C)
Nei campioni omogenati sono stati valutati i livelli totali di IkBa e caspasi 3
clivata mediante western blot. AAGRKS5-NT causa un accumulo di IxkB, una
diminuzione dei livelli di espressione del VEGF e un aumento di caspasi 3
clivata. D) L’attivita di NFkB ¢ stata valutata nei tumori mediante saggio

EMSA. 1l trattamento con I’adenovirus inibisce la capacita di NFkB di

legare il DNA.

Figura 7: L’effetto del trattamento con la proteina ricombinante TAT-
RH sul signaling di NFxB. A-B) Al fine di ridurre i livelli di tossicita che
possono essere prodotti dal trattamento con 1’adenovirus, abbiamo clonato il
minigene che corrisponde alla regione RH di GRKS5 (A) e purificato la
proteina RH (B) cosi come ¢ descritto nei Metodi. C) TAT-RH ¢ stata
aggiunta al mezzo di coltura e I’espressione della proteina ricombinante
nelle cellule ¢ stata valutata mediante western blot utilizzando un anticorpo
per il tag HA. D-E) Abbiamo testato 1’efficacia di azione della proteina TAT
RH, analizzando in vitro, in cellule KAT4, 1 livelli totali di IxBa e gli effetti
pro-apoptotici, mediante western blot. L’aggiunta della proteina

ricombinante al mezzo di coltura determina aumento dei livelli di IxkBa e
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caspasi 3 clivata (D). L’effetto di TAT-RH sull’apoptosi ¢ stato confermato
mediante colorazione di Annessina V in fluorescenza (E).

Figura 8: L’effetto di TAT-RH sulla crescita tumorale Abbiamo testato
gli effetti della proteina in vivo. A) Gli animali sono stati sottoposti ad
iniezione intra-tumore di 200 pg di proteina purificata (2 iniezioni/settimana
per 4 settimane). Il trattamento ¢ in grado di riprodurre gli stessi effetti
indotti dal trattamento con alte dosi di AAGRKS5-NT. B) I tumori prelevati al
termine del trattamento sono stati utilizzati per ’analisi biochimica. Anche
TAT-RH, come AAdGRKS5-NT, ¢ in grado di aumentare i livelli di IxBa e
caspasi 3 clivata, e ridurre I’espressione di VEGF, analizzati mediante
western blot. C) Tutto questo si associa ad una riduzione dell’attivita
trascrizionale di NF«kB, valutata mediante EMSA.

Figura 9: L’effetto di GRKS-NT sull’ipertrofia cardiaca in vitro. A)
Abbiamo valutato in vitro I’effetto di GRK5-NT, che comprende il dominio
RH, sulla regolazione del signaling e dell’attivita trascrizionale di NFkB in
cardiomioblasti in coltura (H9C2). Le H9C2 sono state infettate con
AdGRKS5-NT o AdLac-Z (come controllo) per 24 ore. In queste cellule,
AdGRKS5-NT determina un aumento dei livelli totali di IxkBoa, valutati

mediante western blot (* p<0.05). B) L’effetto di GRKS5-NT sull’attivita di
NFkB ¢ stato valutato mediante saggio di luciferasi. PE aumenta 1’attivita

trascrizionale di NFkB e D’overespressione di GRKS-NT riduce questo
effetto sia in condizioni basali che dopo stimolazione con PE (* p<0.05 vs
CTRL, # p<0.05 vs PE). C) Per valutare la capacita di GRKS5-NT di regolare

I’ipertrofia in vitro, abbiamo effettuato un saggio di luciferasi per il
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promotore dell’ANF. GRKS5-NT inibisce I’attivita del promotore dell’ ANF
indotta da PE (* p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs PE).

Figura 10: L’effetto di GRKS-NT sull’ipertrofia cardiaca in vivo in
SHR. Studio in vive in ratti SHR A-D) Per gli esperimenti in vivo abbiamo
utilizzato come modello animale i ratti SHR, nei quali Dipertrofia
ventricolare sinistra (LVH) ¢ indotta dall’ipertensione. AAGRK5-NT o
AdLac-Z sono stati iniettati nella parete cardiaca di questi animali e LVH ¢
stata valutata dopo 4 settimane dall’iniezione, mediante ecocardiografia. Il
trattamento con AAGRKS-NT riduce lo spessore del setto interventricolare
(IVS) e della parete posteriore(PW) (A), LVM/BW (B) e il rapporto
HW/BW (Figure C). LVEF e LVFS, che sono diminuite nei ratti SHR di
controllo rispetto ai WKY, ritornano ai livelli dei ratti normotesi negli
animali trattati con AAGRKS-NT (D) (* p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs PE).
E) L’analisi biochimica conferma la riduzione di LVH. Abbiamo infatti
valutato I’espressione di un gene marcatore di ipertrofia, ANF, e di
infiammazione, TNFo mediante Real Time PCR. Dopo 1 settimana
dall’inizio del trattamento 1’espressione dell’ANF ¢ significativamente
ridotta nel cuore di ratti trattati con AAGRKS5-NT e dopo 4 settimane si
osserva un’ulteriore riduzione. Lo stesso risultato ¢ ottenuto per il TNFo (*
p<0.05). F) Per escludere la possibilita che I’ipertensione sia coinvolta in
questo fenomeno, abbiamo misurato i livelli di pressione arteriosa (PA) in
questi animali al termine dello studio, mediante metodica Millar. PA ¢
sorprendentemente aumentata nei ratti trattati con AAGRKS-NT rispetto ai

controlli (* p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs PE).
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Figura 11: L’effetto di GRKS-NT sull’ipertrofia cardiaca ex vivo in
SHR. A) A 1 e 4 settimane dall’iniezione, i cuori sono stati prelevati e
I’espressione di AAJGRKS-NT ¢ stata valutata mediante analisi istologica.
GRKS5-NT ¢ espresso omogeneamente nel cuore ad 1 settimana di
trattamento e, sebbene ridotto, ¢ ancora presente a 4 settimane come
mostrato dai risultati dell’immunoistochimica e dell’immunofluorescenza.
B) Nelle stesse sezioni paraffinate di cuore abbiamo valutato 1’ipertrofia dei
cardiomiociti, mediante 1’utilizzo di un software “Image J” e la fibrosi,
mediante colorazione tricromia di Masson per colorare in verde le fibre di
collagene. Sia le dimensioni dei cardiomiociti che la fibrosi sono ridotte dal
trattamento con AAdGRKS-NT (*p<0.05). C-D) A conferma dei dati in vivo,
abbiamo analizzato ex vivo D'effetto del trattamento con GRKS5-NT sul
signaling di NF«B nei cuori dei ratti SHR. In estratti cellulari totali, i livelli
di IxBa sono aumentati dal trattamento con AdGRKS-NT rispetto ai
controlli trattati con AdLAc-Z mentre diminuiscono i livelli di caspasi 3
clivata (C). A questo si associa una localizzazione nucleare sia di IkB che
NFxB, con una riduzione della forma fosforilata e quindi attiva di NFxB
(D) (* p<0.05). E) Abbiamo quindi valutato I’attivita trascrizionale di NFxB
mediante EMSA, che risulta diminuita in maniera tempo-dipendente negli

animali trattati con AJGRKS5-NT. OCT-1 ¢ stato utilizzato come controllo.

Figura 12: L’effetto di GRKS5-NT sull’ipertrofia cardiaca in vivo in
WKY A-C) Abbiamo poi verificato se AAGRKS-NT fosse in grado di
prevenire lo sviluppo dell’ipertrofia cardiaca in ratti WKY nei quali
I’ipertrofia ¢ indotta mediante stimolazione cronica con PE (14 giorni

tramite pompa osmotica impiantata sottocute) dopo essere stati trattati con
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AdGRKS5-NT o AdLac-Z. Il rimodellamento cardiaco ¢ stato valutato
mediante analisi ecocardiografica una volta a settimana per due settimane.
AdGRKS5-NT previene in maniera significativa lo sviluppo di LVH indotta
da PE, come dimostrato dalla riduzione di IVS (A), LVM/BW (B) ¢
HW/BW (C) (* p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs PE). D) Questo si associa
anche ad una riduzione dell’espressione genica dell’ ANF, valutata mediante

Real Time PCR (* p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs PE).
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FIGURA 11
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Tabella I: Primers per i clonaggi

5'TAAGCTTGGATGGAGCTGGAAAACA3
3’GCCTTCGAGATCTCCCY’

5'TAAGCTTGGATGGAGCTGGAAAACA3’
5'TTCCGTTGGCAGATCTCCC3’

5'TAAGCTTGGATGCGAGATTACTGCA3’
5’AGCGAAAGAGAGATCTCCC3’

5'TAAGCTTGGATGAGGAACATGAATTT
5’GCCTTCGTCGAGATCTCCC3’

5'TAAGCTTGGATGTTCCAGGCGGCCGA3’
5" CCCTCTAGATAACGTCAGACGCT3’

5'TAAGCTTGATGTCGGAGCCCTGGAAG3’
5" CCCTCTAGATAACGTCAGACGCT3

5’CCCCCATGGCCCGAGATTACTGCAGTA3’
5’ATAAAACTAGCGAAAGAGATCCCATGGGGG3’
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Tabella II: Primers per Real Time PCR

TNFa

5’CCAGGAGAAAGTCAGCCTCCT3’
5’CGATAAAGGGGTCAGAGTAAT3’

VEGF

5’CAGGCTGTCGTAACGATGAAY’
STTTCTTGCGCTTTCGTTTTT3’

ANF

5’CGTGCCCCGACCCACGCCAGCATGGGCTC
3
5’GGCTCCGAGGGCCAGCGAGCAGAGCCCT
CA3’

GAPDH

S’AGTATGTCGTGGAGTCTACT3’
5’TGTGG TCATGAGCCCTTCCACS’

MYC

S’CTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTC3’
(reverse)
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