MARKER BIOCHIMICI IN ONC. SPER.
IL DIFFERENZIAMENTO CELLULARE

Il differenziamento cellulare e’ il processo mediante il quale le cellule somatiche di un organismo, inizialmente identiche, in quanto derivate da un unico progenitore comune, lo “ zigote “, acquisiscono caratteristiche “DIFFERENZIALI”, sia morfologiche che funzionali. Poiche’  le cellule derivate da divisioni mitotiche dello stesso uovo fecondato contengono TUTTE la stessa informazione genetica, e’ chiaro che lo sviluppo embrionale  comporta l’espressione differenziale di geni specifici in luoghi e tempi specifici. Questo significa che, in un particolare tipo cellulare avviate ad un processo di differenziamento, deve avvenire l’attivazione selettiva  di determinati geni, che rimangono invece inattivi in cellule non differenziate o differenziate diversamente. Questo processo, che porta alla sintesi di proteine specifiche da parte di ciascun tipo cellulare,  e’ responsabile delle modificazioni morfologiche e funzionali subite dalla cellula nel corso del differenziamento. 

TERAPIA DIFFERENZIATIVA
Il concetto di “TERAPIA DIFFERENZIATIVA“ nasce dall’osservazione che, in numerosi tipi cellulari, il differenziamento e’ preceduto da una riduzione della crescita cellulare, seguita da un arresto della proliferazione. Si e’ quindi valutata la possibilita’ di creare un’ alternativa alla normale terapia citotossica, inducendo le cellule tumorali a differenziare, allo scopo di inibirne la proliferazione. Il differenziamento, infatti, può anche essere definito come INVERSAMENTE proporzionale alla capacità proliferativa da parte di una cellula, cioe’ maggiore sara’ il grado di differenziamento raggiunto dalla cellula, minore sara’ la sua capacita’ proliferativa. Uno dei maggiori successi in questo campo si e’ avuto negli anni ‘ 90 con la scoperta che l’acido trans – retinoico (ATRA) era in grado di indurre,nella maggioranza dei casi, la remissione completa della malattia in pazienti affetti da leucemia promielocitica: Tale remissione era la conseguenza di un processo di differenziamento cellulare, indotto dall ‘ATRA,in cui i promielociti leucemici maturavano in cellule assomiglianti ai granulociti e dotati di un emivita limitata con una spiccata tendenza all’apoptosi spontanea. Mentre nelle leucemie l’utilizzo delle terapie differenziative e’ stato prontamente accettato la loro applicazione a tumori solidi e’ stata introdotta in maniera piu’ graduale. Allo stato attuale delle ricerche molte molecole di sintesi sono testate per valutarne le capacita’ differenziative e di conseguenza il loro potenziale antineoplastico. Infine, e’ importante sottolineare che anche molecole di origini naturali come i FLAVONOIDI , sostanze contenute nella frutta e nella verdura o le METILXANTINE ( CAFFEINA; TEOBROMINA E TEOFILLINA ) hanno potere differenziante. Queste molecole sono studiate nel nostro laboratorio per la loro capacita’  di indurre il differenziamento di cellule tumorali attraverso l’attivazione dell’enzima TRANSGLUTAMINASI. Cioe’ e’ stato dimostrato nel nostro laboratorio l’esistenza di una stretta relazione tra l’incremento dell’attivita’ della TRANSGLUTAMINASI intracellulare e la diminuizione dei livelli di POLIAMMINE citosoliche, una famiglia di molecole che sono uno dei substrati per la Tgasi da una parte e la diminuizione del potere proliferativo e metastatico nelle cellule tumorali dall’altro in conseguenza dell’induzione al DIFFERENZIAMENTO CELLULARE.

LE TRANSGLUTAMINASI
Le Transglutaminasi sono una famiglia di enzimi Ca++ - dipendenti che catalizzano reazioni di trasferimento di gruppi acilici (transacilazione), in cui il donatore e’ rappresentato dal gruppo 
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(a) Scissione legame carbossiammidico

(b) Nuovo legame carbossiammidico

La peculiarita’ delle Tgasi e’ che sono in grado di agire esclusivamente su Gln legate a proteine o peptidi mostrando una ristretta specificità per il gruppo acilico donatore, mentre mostrano una scarsa selettivita’ per il gruppo accettore. Questo puo’ essere sia il gruppo -amminico di residui di lisina (Lis) legate a proteine (A) oppure  ammine primarie di basso peso molecolare, le POLIAMMINE (B) .Di conseguenza le reazioni catalizzate dalle Tgasi sono sostanzialmente di due tipi:

(A) Formazione di legami –(–glutammil)-lisina tra diverse catene proteiche


                

(B) Formazione di legami con POLIAMMINE      ( Vd. Avanti)
LE POLIAMMINE

Le poliammine, putrescina (PUT), spermidina (SPD) e spermina (SPM) sono una famiglia di piccole molecole alifatiche, a basso peso molecolare, caratterizzate dalla presenza di gruppi metilenici (-CH2-) compresi tra almeno due gruppi amminici Sono solubili in acqua e,a pH fisiologico, tutti i gruppi amminici sono carichi positivamente.La loro scoperta è datata 1678, quando Antonie van Leeuwenhoek isolò alcuni “cristalli tridimensionali” dallo sperma umano. Da allora, solo nel 1924, si riuscirono a dedurre le loro formule empiriche e due anni dopo fu possibile sintetizzarle chimicamente. 


Fig. 1 - Formule di struttura delle poliammine.

I nomi “spermidina” e “spermina” riflettono la loro originaria scoperta; la putrescina invece fu isolata per la prima volta dal vibrio del colera e prende il suo nome dalla grande quantità trovata nel pesce putrefatto.Le poliammine, presenti in quasi tutte le cellule viventi sia animali che vegetali, sono fattori di crescita essenziali per le la funzionalità delle cellule.

Metabolismo DELLE POLIAMMINE

Nelle cellule eucariotiche le tre poliammine vengono sintetizzate a partire sia dalla L-arginina (attraverso la L-ornitina), sia dalla S-Adenosilmetionina grazie ad una serie di reazioni catalizzate da enzimi interdipendenti. 


La putrescina si forma in seguito alla decarbossilazione dell’ornitina ad opera dell’ornitina decarbossilasi (ODC). Successivamente, attraverso il trasferimento di gruppi amminopropilici (2HNCH2CH2CH2-), ottenuti dalla decarbossilazione della S-adenosilmetionina da parte della S-adenosilmetionina decarbossilasi (SAMDC), si formano: la spermidina dalla putrescina e la spermina dalla spermidina ad opera, rispettivamente, della spermidina sintasi e della spermina sintasi. Questi ultimi sono enzimi stabili che vengono espressi in modo costitutivo. Nel processo di retroconversione, che controlla il turnover delle poliammine, la spermina è degradata in spermidina e quest’ultima in putrescina; il primo passo necessario affinchè si verifichi questa sequenza di reazioni è rappresentato dall’acetilazione di spermina e spermidina ad opera dell’enzima spermidina/spermina N1-acetiltransferasi (SSAT). Gli N1-acetil derivati sono i substrati naturali della poliammino ossidasi FAD-dipendente (PAO), che li utilizza per produrre spermidina e spermina. Questi prodotti intermedi del catabolismo delle poliammine, ossia la N1-acetilspermidina e la N1-acetilspermina, sono raramente presenti nelle cellule normali in quanto vengono preferenzialmente secreti all’esterno della cellula. Oggi le poliammine sono considerati regolatori critici del differenziamento, della morte cellulare e, in particolare della crescita cellulare; cioe’ i livelli di poliammine libere sono particolarmente elevati in quelle cellule, in modo particolare nelle cellule tumorali, in cui e’ alta la proliferazione cellulare. Ciò sottolinea la correlazione esistente tra il metabolismo delle poliammine e la carcinogenesi.
LE POLIAMMINE COME SUBSTRATO DELLA TGASI


Queste molecole possiedono ciascuna due gruppi amminici primari (-NH2). Se nella reazione con il residuo di Gln e’ coinvolto solo uno di questi gruppi, si formano dei mono-derivati, caratterizzati da un legame N- mono – ( – glutamil ) poliammina ; nel caso siano coinvolti entrambi i gruppi amminici, si ha la formazione di  N,N bis  -( – glutamil ) poliammina.



Nel caso dei bis – derivati e’ evidente che l’azione della Tgasi porta alla formazione di un legame (CROSSLINK) tra DUE CATENE PROTEICHE. Cio’ indica che le Tgasi possono catalizzare reazioni che  portano a POLIMERIZZAZIONE PROTEICA sia attraverso le formazione di un legame  – (-glutamil) – lisina tra due proteine diverse, sia servendosi delle poliammine come ponte tra le proteine stesse.

Tgasi, Poliammine e cancro

Esistono svariati tipi di Tgasi (ad es. il Fattore XIII  o TGasi plasmatica, coinvolto nella coagulazione del sangue, oppure la TGasi X, che svolge un ruolo importante nel differenziamento dell’epidermide)  ma il 90% dell’attivita’ dell’enzima  nei mammiferi e’ a carico della TGasi di Tipo 2 o TGasi C o TGasi T. E’ un enzima ubiquitario. Infatti possiamo trovarlo nel citosol, nel nucleo, sull’involucro nucleare e nel plasma. Se secreto dalla cellula si puo’ localizzare sulla superficie cellulare e nella matrice extracellulare.La TGasi C promuove la formazione di grandi polimeri proteici altamente resistenti.E’inoltre coinvolta in reazioni di modificazione post-traduzionale delle proteine tramite incorporazione di ammine, acilazione e deammidificazione. Svolge anche un ruolo nella regolazione dell’apoptosi.Infatti l’induzione del gene che codifica per essa porta ad un aumento dei livelli di apoptosi in molte linee cellulari. Al contrario la sua inibizione rende le cellule resistenti a diversi stimoli apoptotici. Nelle cellule tumorali il contenuto di TGasi e’ minore rispetto alle cellule normali. Questa diminuita espressione ed attivita’ potrebbe spiegare sia la maggiore fluidita’citoplasmatica , sia la maggiore facilita’con cui metastatizzano.

I primi studi di Beninati, nel 93, hanno riguardato due linee cellulari di melanoma murino: B16-F10Lr6 ,debolmente metastatiche e B16F10 altamente metastatiche. Lo scopo di questo studio era la possibile correlazione tra l’incorporazione di poliammine nelle proteine, grazie all’attivita’ della TGasi ed il fenotipo metastatico. Mentre nelle B16-F10 si formavano ESCLUSIVAMENTE mono-derivati che non causano polimerizzazione proteica, nelle B16.F10 Lr6 erano presenti soprattutto N,N-bis – (-glutamil) spermidina, indice di un elevata polimerizzazione proteica. Inoltre si riscontrava un aumento della melanogenesi (a differenza dei melanociti le cellule di melanoma non secernono melanina). Queste evidenze sono indici di un fenotipo cellulare piu’ differenziato che potrebbe influenzare il comportamento metastatico di queste cellule. Il trattamento delle B16-F10 con TEOFILLINA (prima molecola ad essere stata saggiata nel nostro laboratorio) , un attivatore della TGasi ha dimostrato:

a) una netta riduzione della proliferazione cellulare (metodi per le colture cellulari)
b) un aumento nell’attivita’ della TGasi  (saggio enzimatico TGasi in vitro ed in vivo)
c) una diminuizione nei contenuti di poliammine libere nel citosol  (dosaggio HPLC)
d)  un aumentata melanogenesi  (saggio della melanina)
e) una diversa morfologia cellulare (osservazioni al microscopio)
f) una diminuita produzione di METALLOPROTEASI, enzimi fondamentali per il processo invasivo ( METODO ZIMOGRAFICO)
g) e’ stata inoltre riscontrata una riduzione della capacita’ invasiva di queste cellule sia in vitro ( saggio su matrigel in camERE di boyden) che in vivo. Topi inoculati con cellule di melanoma murino, sono stati trattati con teofillina; successivamente i polmoni sono stati espiantati e si e’ valutata la diffusione metastatica (conta delle metastasi polmonari)
Esperimenti su due linee di melanoma umano SK-MEL-2 e SK-MEL-3 hanno portato a risultati simili. 

Tutto questi risultati sembrerebbero confermare l’ipotesi sul ruolo della Tgasi, la cui attivita’ puo’ influire notevolmente sul DIFFERENZIAMENTO CELLULARE,e,quindi sulla possibilita’ di una TERAPIA DIFFERENZIATIVA . Questa terapia dovrebbe essere basata sullo studio di nuove molecole, con bassa citotossicita’, ma capaci di attivare l’enzima svolgendo azione antineoplastica. 

HPLC
La cromatografia ad alta pressione HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) si basa sui principi generali delta cromatografia d’adsorbimento, di ripartizione, di scambio ionico ecc.; essa permette di analizzare miscele difficilmente risolvibili con le tradizionali cromatografie.I vantaggi dell’HPLC possono essere cosi riassunti:
1. tempi brevi d’esecuzione

2. riproducibilità delle condizioni sperimentali

3. le colonne possono essere usate più volte;

4. possono essere analizzate miscele di sostanze tremolabili, esplosive e non volatili.

5. possono essere evidenziate piccolissime quantità di sostanze grazie all’alta sensibilità dei rivelatori che si utilizzano;

6. semplicità d’uso
Schema di un HPLC
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HPLC a gradiente

Le caratteristiche di uno strumento HPLC sono rappresentate nello schema. I solventi opportunamente filtrati e depurati, sono inviati alla colonna; questa operazione viene effettuata tramite DUE pompe, ognuna collegata ad un solvente diverso. Nel caso in cui si opera in isocratica é sufficiente una sola pompa, mentre nel caso in cui si opera a gradiente (Vd figura ), è necessario utilizzare  DUE pompe per mescolare i solventi ed inviarli alta colonna ad un valore controllato di pressione. E’ importante osservare che, poiché l’HPLC opera con un alto flusso di fase mobile e quindi in condizioni di alta pressione, tutto il sistema operativo deve essere adatto per lavorare in queste condizioni.  Tutte le condizioni o, verranno programmate in anticipo tramite un computer che automaticamente effettuerà le operazioni necessarie. In sostanza controllera’ :
a) Il flusso (ml/min)

b) La pressione (psi megapascal, bar, ecc.)

c) Il gradiente, cioe’ la concentrazione relativa dei due solventi A e B (di norma espressa come % B). Questo avviene poiche’ sara’ imposto ad ogni singola pompa di lavorare di piu’ o di meno a secondo delle esigenze.
d) La durata della corsa (min)
Prima della colonna cromatografica viene posto un iniettore, che permette l’inserimento del campione sciolto in un solvente opportuno. Per evitare di danneggiare la fase stazionaria della colonna é opportuno eseguire una prefiltrazione, attraverso una analoga colonna più piccola posta in serie, contenente lo stesso tipo di fase stazionaria con una dimensione delle particelle più grande, allo scopo di eliminare le impurezze grossolane, le morchie e le particelle insolubili contenute nel campione da analizzare. Alla fine della colonna cromatografia viene posto un adatto rivelatore che, attraverso il cromatogramma, darà indicazioni sull’andamento della separazione.
Oltre ai vantaggi precedentemente elencati per questo tipo di tecnica, l'HPLC costituisce un sistema cromatografico altamente efficiente in quanto: 

-
usa delle fasi stazionarie altamente perfezionate e molto versatili anche per separazioni particolarmente difficili,

-
usa rivelatori molto sensibili che vengono adattati al tipo di sostanza da separare;

-
usa un alto flusso delta fase stazionaria che porta ad una esecuzione molto rapida nel tempo ed efficace.
FASE MOBILE
Nell’HPLC Ia fase mobile verrà scelta in funzione delle sostanze da separare e deve presentare alcune caratteristiche peculiari tali da non generare inconvenienti, fra queste:

· deve presentare una bassa viscosità, in quanto questo permette di operare, all'interno della colonna, in condizioni di pressione di eluizione non troppo elevata;

· deve essere degasificato prima dell'introduzione in colonna; la presenza di aria può modificare chimicamente le sostanze da separare oppure dare alterazioni nella risposta del rivelatore

· deve essere puro, perchè la presenza di sostanze estranee può danneggiare la colonna;

· deve avere una temperatura di ebollizione sufficientemente elevata per evitare fenomeni di volatilizzazione alle temperature usate durante l'operazione cromatografica.
FASE STAZIONARIA E COLONNE CROMATOGRAFICHE PER HPLC

Il cuore di un sistema HPLC sono le colonne e la fase stazionaria impaccata al suo interno. In particolare la fase stazionaria è posta in una colonna cromatografica fatta con un materiale adatto per sopportare pressioni elevate (generalmente acciaio)  e la colonna stessa deve essere inserita in una camicia all’interno della quale sarà esercitata una pressione tale da equilibrare la pressione esercitata dalla fase mobile all’interno della colonna. Normalmente queste colonne hanno una lunghezza variabile tra i 10 e i 25 cm, anche se ultimamente vengono prodotte colonne sempre più corte intorno ai 3 cm.Le colonne HPLC hanno una maggiore risoluzione dovuta all’impiego di fasi stazionarie molto finemente suddivise alto scopo di realizzare una superficie di interazione molto grande ed un migliore impaccamento, questo comporta che la fase mobile attraversi la fase stazionaria delta colonna ad una pressione molto alta per permettere una eluizione accettabile net tempo. Per una simile tecnica cromatografica, la fase stazionaria, che presenta una granulometria generalmente compresa tra 2 - 5 m, deve avere requisiti particolari per adattarsi al tipo di separazione da effettuare ed inoltre deve avere come requisiti indispensabili:
a) essere stabile idroliticamente e termicamente;

     b) resistere all’azione meccanica del flusso dell’eluente.

Nelle biotecnologie spesso l’HPLC viene utilizzata per separare una miscela proteica complessa,  in questo caso la fase stazionaria possiederà diverse proprietà chimiche a seconda della tipologia di separazione che si vuole effettuare. Se si adopera come fase stazionaria silice legata chimicamente con gruppi funzionali (bonded phase chromatography) si può operare sia in fase normale che in fase inversa in funzione della polarità dei gruppi legati al supporto, si avrà così:
· fase normale: silice legata a gruppi cianopropilici; 

· fase inversa: silice legata a -C18, -C8, -fenile

Si può operare sia in fase normale che in fase inversa, tenendo conto del tipo di fase mobile da usare in funzione del tipo di fase stazionaria.
Cromatografia a fase inversa
In questo tipo di cromatografia abbiamo una fase stazionaria apolare (di natura idrofobica non solubile in acqua) e una fase mobile polare (di solito una miscela di Acqua e Acetonitrile). Questa cromatografia permette di separare le molecole in base alla loro natura polare-apolare; la diversa lunghezza delle catene idrofobiche della fase stazionaria rende possibile una maggiore versatilita’. Infetti le colonne C4 possiedono una corta catena composta da 4 atomi di carbonio e sono più adatte alla separazione di molecole poco idrofobiche, invece le colonne C18 con una catena idrofobica di 18 atomi di carbonio sono più adatte alla separazione di molecole particolarmente idrofobiche.
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RIVELATORI
In una HPLC in uscita dalla colonna cromatografia è presente un rilevatore che permette di “rilevare” le molecole in uscita, e quindi di valutare se la miscela che è stata iniettata è stata adeguatamente separata.I tipi di rivelatori che possono essere utilizzati per l'HPLC sono diversi, i più comunemente usati sono:

· spettrofotometrici, (IR, UV ecc.), concentrazione minima rilevabile 10-8 - 10-9 g/ml;

· fluorimetrici, concentrazione minima rilevabile 10-10 - 10-11 g/ml;

 

[image: image3][image: image4][image: image5][image: image6][image: image7][image: image8]






O





NH2





GRUPPO ACILICO





               


           G


           L


           U





           C       NH        R         +        NH3	R


O








        NH2





R1 – GLU   +  NH2 – LIS – R2          R1 – GLU – NH – LIS – R2  + NH3





N.B.    R1 e R2  stanno  ad indicare catene proteiche 
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N.B.    R1 e  R3  sono catene polipeptidiche, R2  e’ la struttura di una poliammina
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