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Il trasporto di anioni inorganici e’ di estrema ianfanza in vari processi fisiologici e patologici
In particolare,il trasporto dello ioduro da parte della tiroidenécessario per la sintesi degli
ormoni tiroidei ed e percio un processo criticdaetgolazione del metabolismo cellulare. Sia i
difetti genetici che determinano alterazioni neltamulo di ioduro che lo scarso assorbimento
dello ioduro alimentare condizionano la crescith esviluppo dell’organismo e, nei casi piu
gravi, causano cretinismo.

L’accumulo di ioduro radioattivo nella tiroide daabase del trattamento dei tumori tiroidei con
mezzi radioterapici, percio in molti pazienti I'eficia della radioterapia puo essere diminuita
dall’'espressione difettiva delle proteine per @dsporto dello ioduro. Trattamenti farmacologici
tesi ad aumentare lattivita o l'espressione deisportatori di membrana potrebbero di
conseguenza essere estremamente utili nel trattant@i tumori tiroidei e delle malattie
genetiche della tiroide.

Trasportatori dello ioduro sono stati individuaticae nella ghiandola mammaria, aprendo una
prospettiva per il trattamento radioterapico mewdiaftl del tumore al seno. Inoltre il
trasferimento genico dei trasportatori di iodurcd pendere sensibili alla radioterapia anche
altri  tumori non tiroidei.

Scopo della presente ricerca € lo sviluppo di uovowsaggio cellulare a fluorescenza che possa
essere utilizzato nello studio dei trasportatoriodiuroin condizioni fisiologiche e nello studio
dei meccanismi cellulari che determinano le anaenflnzionali di detti trasportatoaila base
delle malattie genetiche e del cancro tiroideo.

Il saggio utilizza una proteina citoplasmatica mtwnante (YFP-H148Q/1152L) che, se
complessata ad alogenuri, presenta un cambiamehfwaprio spettro di fluorescenza. L'uso di
guesta proteina ha dei vantaggi rispetto ad aléfoati di misurazione del trasporto di ioduro

(quali la somministrazione alle cellule di iodueaioattivo ed ilpatch clamp, data la potenziale



adattabilita del saggio alla sperimentazione den&ei su larga scala. La metodica consente
inoltre di effettuare misure di trasporto in tenrpale anche su singole cellule.

L'utilita di questo tipo di sonde fluorescenti atst recentemente dimostrata nedtweeningdi

una libreria di composti chimici che ha permessaldntificare nuovi potenziali farmaci capaci
di attivare il CFTR mutante ewild-type (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) per il trattamento della Fibrosi Cistida prospettiva con questo saggio di
fluorescenza sara dunque possibile identificare posth capaci di stimolare lattivita dei
trasportatori tiroidei dello ioduro, quali il NISN&'/ I” Symporter) o la pendrina. Mutazioni in
gueste due molecole sono responsabili delle digfantiroidee che si trovano rispettivamente
associate al Difetto Congenito del Trasporto dureded alla Sindrome di Pendred.
L’identificazione di farmaci selettivi per le prate di trasporto di ioduro gia note o di nuovi
trasportatori manipolabili farmacologicamente pole quindi aumentare I'efficacia ed il campo

di impiego della radioterapia cdfi.
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1.1. FUNZIONE E SINTESI DEGLI ORMONI TIROIDEI

La ghiandola tiroidea € una struttura specializzega produzione, nell'immagazzinamento e
nel rilascio degli ormoni tiroidei. L'unita funziate della tiroide é il follicolo (50-50Qum di
diametro). Ciascun follicolo € costituito da ungsito strato di cellule epiteliali dette tireocit (
cellule follicolari), che delimitano una cavitd ¢texle contenente una sostanza gelatinosa
costituita essenzialmente da tireoglobulina (Tg).

| tireociti sintetizzano ormoni che hanno un vasamnpo di azione ed interagiscono con quasi
tutti i distretti dell'organismo: accrescono la gta metabolica basale, aumentano il consumo
di ossigeno e la produzione di calore, aumentamoeilabolismo del colesterolo, stimolano il
metabolismo dei carboidrati e dei lipidi e dimiregso il glicogeno epatico. Sono implicati
anche nella crescita e nello sviluppo, infatti stiamo la sintesi delle proteine, la proliferazi@e

il differenziamento cellulare. Sono inoltre coinwalello sviluppo del cervello a livello fetale e
neonatale ed agiscono a livello cardiovascolarduenzando frequenza, gittata cardiaca,
contrattilita miocardia e vasodilatazione.

Lo iodio rappresenta un elemento fondamentale pebuona funzionalita della ghiandola
tiroidea e gli ormoni tiroidei sono le uniche malex di origine endogena a contenere questo
elemento. Lo iodio assunto con la dieta, assomit@icolato nella circolazione come ioduro,
viene trasportato dal circolo ematico all'internelle cellule follicolari della tiroide. Le proteine
finora identificate responsabili del trasporto wvetle dalla membrana basolaterale alla
membrana apicale e quindi nel mezzo colloidale redrapie il follicolo sono il Sodium lodide

Symporter (NIS) (1) e la pendrina (2) (Figura I).



La proteina NIS ¢ in grado di accumulare lo iodalttnterno della cellula fino a concentrazioni
mM a partire da concentrazioni plasmatiche delitweddel nM (3). Il trasporto contro gradiente
dello ioduro sfrutta il gradiente elettrochimicowéamevole del sodio, mantenuto con spesa di ATP
dalla Nd/K* ATPasi. Lo ioduro del citoplasma viene poi trasgir attraverso la membrana
apicale delle cellule follicolari dalla pendrindyecnella tiroide trasporta Gt I. Alcuni studi
elettrofisiologici sono volti a chiarire se si tiati uno scambiatore anionico o di un canale §4, 5
Lo ioduro trasportato nel comparto del follicolobgce un processo di ossidazione ed
organificazione con residui tirosinici per formar®IT (monoiodiotirosina) e DIT
(diiodiotirosina). La tireoperossidasi (TPO), inepenza di kD, generata da una NADPH
tireossidasi (ThOX), é responsabile dell'organifiome. Questo processo avviene all’interfaccia
fra lo spazio colloidale e la membrana apicaletideociti in cui sono inseriti gli enzimi. | residu
tirosinici che costituiscono gli ormoni tiroideirso forniti dalla tireoglobulina, che é il maggior
costituente del colloide. Oltre alla funzione doqurare ilbackboneproteico per la sintesi, la
tireoglobulina provvede allaccumulo degli ormorintetizzati. La monoiodiotirosina e la
diiodiotirosina sono poi legate con un ponte etepew dare la triiodiotirosina ¢J e la
tetraiodiotirosina o tiroxina @) (6, 7).

Quando arriva lo stimolo per il rilascio degli ormdiroidei, avviene un processo di endocitosi
della tireoglobulina legata agli ormoniz Te T4 Attraverso lidrolisi nei fagolisosomi, la
tireoglobulina e gli ormoni vengono liberati: larpa viene avviata al riciclo e ritrasportata nel
colloide o degradata, i secondi vengono secreti eiabolizzati dall’'enzima microsomale
iodotirosina dealogenasi per assicurare il massauoapero dello iodio non secreto. Tutti questi
processi sono attivati dal TSH (Thyroid-Stimulatidgrmone).

L’'organizzazione della tiroide in follicoli e la [avizzazione delle cellule follicolari sono

requisiti essenziali per la produzione degli ormbroidei; la polarizzazione & garantita dalla
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segregazione di alcune proteine nella membranddiaesae o apicale e anche dalla presenza di
giunzioni strette fra le cellule che impedisconanovimenti laterali dei costituenti della
membrana. La funzione delle giunzioni strette @ealtimportante per mantenere I'elevato
gradiente di concentrazione di ioduro presentel'fraerno e l'esterno del follicolo e per

prevenire la diffusione del contenuto luminale.

Thyroid carlilages

Cricoid t—'-ﬁlr1il'ﬁ.gre’:;__'__/‘|l___‘__q‘lk
[

Thyroid gland R

=

Tracheal rings -
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Figura I: Rappresentazione schematica del percorsbiosintetico degli ormoni tiroidei triiodotironina (T3) e
tiroxina (T 4) nella cellula follicolare tiroidea (8).1 follicoli tiroidei sono composti da uno stratoaillule epiteliali
che circondano il colloide. La superficie basolakerdelle cellule & mostrata sulla sinistra e gualpicale sulla
destra. | simboli geometrici rappresentano proteipeocessi rilevanti. Il cerchio rappresenta lianclo attivo di 1
attraverso il N&1 symporter (NIS), reso possibile dal gradiente di fenerato dalla N&*-ATPasi, rappresentata
con un triangolo; il quadrato rappresenta il rexetdella tireotropina (TSHR); il rombo l'adenilatizlasi; I'ellisse
la proteina G; il cilindro I'efflusso di lattraverso il colloide. La TPO (tireoperossidasijalizza I'organificazione
dello I; le frecce indicano I'endocitosi della tireogloimal (Tg) iodinata, seguita da idrolisi fagolisosdendella Tg
iodinata e secrezione degli ormoni tiroidei.
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1.2. 1L SobiuM |oDIDE SYMPORTER (NIS)

La caratterizzazione di NIS e iniziata nel 1996rglaeé stato isolato il cDNA della proteina di
ratto da un sistema di espressione in oocitXehopus laevijsutilizzando librerie di cDNA
derivate da cellule FRTL-5 (Fischer Rat Thyroidlgselna linea cellulare tiroidea di ratto
altamente differenziata) (9).

NIS é una proteina di 643 aminoacidi ed ha un p#s@0-90 kDa a seconda del grado di
glicosilazione (10). Il modello strutturale attugme accettato prevede una proteina con 13
domini transmembrana, I'aminoterminale extracetieil@d il carbossiterminale intracellulare
(10). Nell'uomo la sequenza codificante, localiazatil cromosoma 19p12-13.2, & organizzata in
15 esoni e presenta una formaglicingalternativo (11, 12).

NIS appartiene alla famiglia proteica dei Soluterri@a Family 5 (SCL5A, secondo la
classificazione dellOMIM). Come per NIS, i memhdi questa famiglia utilizzano per il
trasporto di soluti nella cellula la forza motridel gradiente elettrochimico del sodio generato

dalla pompa N4K*, che, nelle cellule tiroidee, & espressa sol@asuémbrana basolaterale (13).

1.2.1. 1L TRAPORTO DI IODURO ATTRAVERSO NI S

Attraverso studi di elettrofisiologiaiptakedi radioisotopi e di microscopia elettronica swito

di Xenopus laeviiiettati con cRNA di NIS (complementary RNA) (14)stato dimostrato che
NIS trasporta sodio e ioduro con una stechiomeliria:1 e che il trasporto mediato da NIS e
elettrogenico e dunque comporta una depolarizzazitala membrana per l'ingresso di sodio.

Sulla base dei risultati cinetici, & stato propastomeccanismo di trasporto secondo il quale il
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sodio si legherebbe a NIS prima dello ioduro in m@n ordinata e sequenziale, mentre il
trasporto degli ioni sarebbe simultaneo (Figuraly K, per lo ioduro é di circa 30M (14), in
linea con i risultati ottenuti da studi di uptakesbtopi radioattivi da parte di oociti dienopus
laevis iniettati con cRNA di NIS (1) e da studi su celltFRTL-5 (15). E’ interessante notare
come la concentrazione di ioduro libero nel plagtea mammiferi sia di 50-300 nM (3). Da
studi difreeze fracturingrisulta che NIS & presente in membrana sotto dodnmultimero,

almeno negli oociti dKkenopus laevi§l4).

ouT

[Na’] [Na‘] (]

[Cl'zgz ICNarz;: rCNuzl'.¥_=z [CNa,IJ
+|

[C]“zlei I\a]”?zlf Naﬂ**?z[cna )

[Na'] [Na']

Figura |l: Rappresentazione schematica del cotraspto Na'/l”. In questo schema uno ione Niega il
trasportatore. In assenza di substrato lo ionepua attraversare la membrana attraverso NIS canmodalita di
uniporto per il Na (CNa’-> CNa”; C, carrier). Il rilascio del Na nel citoplasma & seguito dal ritorno del sito di
legame vuoto per completare il percorgd’-f C’). La transizioneCNa’->CNa,’ non dovrebbe contribuire
significativamente alle correnti misurate. | datiatici suggeriscono che il Nai lega al NIS prima dell'anione e
che il rapporto di accoppiamento sia 2Naanione. In presenza di i forma il compless€Na,l’ che con un
cambiamento conformazionale espone i tre ionitiegkinterno della cellula CNayI-> CNayl”). Entrambi gli ioni
di Na’ e I sono rilasciati nel compartimento citoplasmatidalgrasportatore va incontro ad un altro cambiatoe
conformazionale che espone nuovamente i siti difegal comparto extracellulare. Il legame e laatiszione del
Na" non contribuiscono molto alla corrente totale ogs@a. E’ stato proposto che i movimenti di cadel|S siano
dovuti principalmente ai cambiamenti conformaziomal trasportatore non legato a ‘N@egione ombreggiata)
(14).
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1.2.2. 1L PERCLORATO ED ALTRI INIBITORI DEL NIS

E’ noto da molto tempo che alcuni grandi anioni eahtiocianato (SCN e il perclorato (CI@)
sono inibitori competitivi dell’laccumulo di ioduroella tiroide (3, 16, 17). Le proprieta
antitiroidee di questi anioni furono scoperte geh 1936, quando venne riportata la comparsa di
gozzo e/o ipotiroidismo come effetto collateralgarienti ipertesi trattati con tiocianato (18). Il
meccanismo di inibizione, la similitudine della icar e del raggio ionico con lo ioduro,
suggeriscono che il perclorato ed altri inibitoondividano con lo ioduro lo stesso sito di
interazione sulla molecola del NIS.

Queste proprieta sono state utilizzate per ideatié il sistema di trasporto di ioduro nelle
ghiandole salivari, nel plesso corioideo, nellovsco e nella tiroide fetale.

Gli inibitori anionici devono necessariamente esseronovalenti, dal momento che nessun
anione bivalente sembra poter inibire il trasp@iio).

Il perclorato (con una K= 1.7 uM) risulta essere uno tra gli inibitori gaotenti, tra 10 e 100
volte piu potente del tiocianato nell'inibizionelltBccumulo di ioduro in una varieta di sistemi
in vivoein vitro (17, 19, 14).

Il perclorato e stato a lungo utilizzato nel tratemto dell’ipertiroidismo, tuttavia oggi non e piu
impiegato a causa dei severi effetti collateralcontrati (anemia aplastica, agranulocitosi) (19).
E’ stato dimostrato che il perclorato, in tiroidattate con PTU (6-propil-2-tiouracile), pud
causare una perdita rapida verso linterstizio adetiduro accumulato nel tessuto tiroideo
attraverso la membrana basolaterale (22, 23). Qdesbmeno e alla base del “Gl@ischarge
test” utilizzato per individuare difetti nell’orgditazione intratiroidea dello ioduro. Nei soggetti
normali la somministrazione di perclorato blocac€umulo continuo di ioduro radioattivo da

parte della tiroide, ma non provoca alcun rilasgdélo ioduro gia accumulato e organificato
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dalla ghiandola. Al contrario, nei pazienti con edif nell’organificazione di ioduro, la
somministrazione dell'inibitore provoca il rilascitello ioduro libero presente nella tiroide.
L’efficacia dell’organificazione di ioduro deve ess valutata in alcune condizioni patologiche,
come nei difetti genetici dell’organificazione (24)

Si ritenuto € a lungo che il perclorato fosse toatgio attraverso il NIS all’interno delle cellule
follicolari tiroidee (17, 25)Tuttavia Il perclorato a differenza di altri anipguali CIGQ", SCN,
SeCN, NGs, Br, BF, 104, BrOs non induce correnti entranti negli oociti denopus laevis
(14), (Figura 1lI), in cellule FRTL-5 (27) o in dale CHO (Chinese Hamster Ovary cells) che
esprimano stabilmente NIS (28).

E’ stato dunque suggerito che il perclorato nongeetmasportato attraverso il NIS nelle cellule e

che agisca piu come un bloccante che come sub§2&)to

% I- -induced current

. A0 0 50 100
K'“ ('.lhi} 1 i [ i !\.

33 ﬁ
277 ClOoy ﬁ"
96 SCN M
38 SeCN-
739 NOy
Br-
BF -
10,
BrO,
S0,>

-
K; (1M) EETIIVRS

3.2 ReO, uq

Figura lll: Selettivita del NIS rispetto a diversi substrati.

Le correnti entranti indotte da diversi anioni (50M) sono state registrate ad una Vm di -50 mV. Leati sono
state normalizzate rispetto alla corrente genetalla ioduro. La corrente indotta dallo ioduro ssanza di Clnon
differisce da quella indotta in presenza di Cl 180rhdati sono riportati come media +/- err@tandard(14).
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1.2.3. GLICOSILAZIONE DEL NIS

Il NIS presenta tre potenziali siti di N-glicosilame su altrettanti residui di asparagina: Asn 485,
Asn 497 e Asn 225. La totale o parziale mancania dé&cosilazione, verificata con studi su
mutanti per i tre siti di N-glicosilazione, non nifich sostanzialmente I'attivita, la stabilita o il
targettingdi NIS (10). La massa molecolare stimata per N#is@&5.2 kDa, ma il polipeptide non
glicosilato sottoposto a corsa elettroforetica sel di SDS-poliacrilammide migra piu
rapidamente (50 kDa), con un comportamento eleitetito gia noto per proteine idrofobiche
politopiche, dovuto ad un alto legame con il dezetg, allincompletaunfolding della struttura
secondaria della proteina o ad una combinaziongudsti due fenomeni (30, 31). Lo studio
dell’'uptakedi iodio in cellule COS trasfettate coniild—typee con i mutanti per ciascuno o tutti
e tre i siti di glicosilazione ha mostrato che dutsmi sono ancora in grado di trasportare iodio
all'interno della cellula, anche seuptakesi riduce fino al 50% nel triplo mutante. Questi
risultati implicano che nei mutanti privi di glidtazione [lattivita di trasporto venga
fondamentalmente mantenuta e che la mancanzadlieli&ilazione non cambi sostanzialmente
il targettingdi NIS alla membrana. L’analisi cinetica comparasacellule trasfettate con il gene
NIS wild-typee NIS privato dei siti di glicosilazione ha evidenziatioe la proteina mantiene la
stessa k per lo ioduro ma subisce una diminuzione di trétevamella Vinax apparente. La
diminuita attivita dei mutanti non & quindi dovusal un cambiamento nell'affinita per il
substrato, ma alla presenza o di un numero midorenolecole di NIS sulla membrana

plasmatica o ad un minturnoverdi trasporto di ogni singola molecola di NIS (10).
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1.2.4. REGOLAZIONE

La regolazione del NIS e mediata da diversi fattibpprincipale dei quali e il TSH (Thyroid-
Stimulating Hormone). Lo ioduro stesso e in gradoedolare I'espressione del trasportatore.
Varie citochine, prodotte da cellule infiammatomdiltrate o dalle stesse cellule follicolari in

caso di malattie autoimmuni possono regolare lesgione del gendlS (32, 33, 34, 35).

Regolazione da parte del TS$tvivoedin vitro

L’'ormone ipofisario TSH stimola il trasporto di i@ed nella tiroide attraverso I'attivazione
dell'adenilato ciclasi e 'aumento del cAMP (36, Studiin vivo su ratti ein vitro su cellule
FRTL-5 e cellule tiroidee umane coltivate hanno abtnato che il TSH non solo stimola il
trasporto di ioduro ma anche la trascrizione déRMA di NIS e I'espressione della proteina (37,
38).

In topi trattati con 6-propil-2-tiouracile (PTU)he inibisce I'organificazione dello ioduro, o
nutriti con una dieta priva di iodio, gli alti litedi TSH plasmatico sono correlati ad un aumento
dell’espressione proteica di NIS nella tiroide.ttpi ipofisectomizzati i livelli di espressione
proteica di NIS sono drammaticamente diminuiti egemo essere riportati ad un livello normale
con la somministrazione esogena di TSH (38).

Nelle cellule FRTL-5 il trasporto di ioduro stimtdadal TSH & mediato dallaumento
intracellulare del cAMP (209), di fatto puo esseneche indotto dal (Bu3AMP o dalla
forscolina, un inibitore della fosfodiesterasi.

Le cellule FRTL-5 in terreno senza TSH diminuiscgmogressivamente, ma con cinetiche
differenti, sia I'espressione di Nksa la capacita di trasportare ioduro (39). Deprilale cellule

di TSH, dopo 5 giorni i valori di IUA (lodide UptakActivity) sono pari a zero, mentre si
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osserva un’espressione proteica pari ancora al 88Pwalore iniziale. Quando si fornisce
nuovamente alle cellule il TSH dopo sette giornddprivazione, che abbattono sia il livello di
espressione proteica sia la IUA, i livelli protedii NIS ritornano in 48 ore al loro massimo,
mentre quelli di IJUA raggiungono il 15-20% del loralore iniziale massimo e si assestano su un
plateaudel 50% nei tre giorni successivi.

Questa dissociazione fra lattivita dptakedi ioduro e il contenuto cellulare del trasportatdi
ioduro nelle FRTL-5 dopo deprivazione e reintrodne del TSH nel terreno di coltura
suggerisce l'esistenza di un fattore di attivazjdaecui sintesi o attivita diminuisce rapidamente
e aumenta piu lentamente nelle cellule deprivateokriesposte al TSH. La modulazione
dell’'attivita del trasportatore potrebbe anche voigere meccanismi di fosforilazione o
cambiamenti dello stato di oligomerizzazione. disportatore possiede infatti un sito putativo di
fosforilazione da parte della proteina chinasi Alanporzione carbossiterminale ed & possibile
che la forma funzionale del trasportatore sia mdtica, come riportato da Eskandatial,
1997 (14).Tuttavia I'esatto meccanismo di regolazione nomeéoga pienamente chiarito e nei

diversi studi si riscontrano numerose discordaBge 7).

Reqolazione post-trascrizionale

L’attivita di uptakedi ioduro permane in vescicole di membrana prepagapartire da cellule
FRTL-5 coltivate con e senza TSH: nelle vescicateangono intrappolate molecole di NIS
attive che non risultano invece disponibili sull@mbrana plasmatica delle cellule private di
TSH (40). Questa osservazione suggerisce che csaposessere altri meccanismi non
trascrizionali che regolano I'attivita di NIS, corad esempio una ridistribuzione nei comparti
intracellulari della proteina funzionante. Ulteristudi da parte di Riedet al. (41) hanno infatti

dimostrato che il TSH nelle FRTL-5 produce un autoatel tempo di dimezzamento di NIS da
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tre giorni (in cellule senza TSH) a cinque, e chenbncanza di TSH produce una ridistribuzione
del trasportatore nei comparti intracellulari, endiata con immunofluorescenza e con Western
blotting sulla frazione proteica esposta extrataitaente e su quella intracellulare.

Il NIS contiene diversi siti consenso per le chinesme la glicogeno sintasi chinasi 3, le chinasi
ciclino-dipendenti | e I, la proteina chinasi Al@ proteina chinasi C. Studi cofP hanno

dimostrato che lo stato di fosforilazione dellatpioa risponde al TSH (41).

Regolazione da parte dello ioduro

Il fattore principale che regola I'accumulo di iodwnella tiroide, e quindi dell’attivita del NIS, e
stato individuato nello ioduro stesso. Alte dosiatiuro, infatti, diminuiscono l'attivita tiroidea.
Wolff e Chaikoff (42) hanno riportato nel 1948 inaistudioin vivo che I'organificazione dello
ioduro nella tiroide di ratti & bloccata quandadscentrazioni di ioduro nel plasma raggiungono
una soglia critica, un fenomeno noto con effettat@aadi Wolff-Chaikoff. L’organificazione
ricomincia quando il livello di ioduro nel plasmamihuisce.

Studi ulteriori hanno dimostrato che questo effelifrende dalle concentrazioni intracellulari di
ioduro piu che dalle concentrazioni plasmatiché,damento che I'effetto di inibizione acuta
viene abolito dal tiocianato, che € un inibitorenpetitivo dello ioduro per NIS che é trasportato
allinterno della ghiandola (43). E’ stato propostbe l'effetto Wolff-Chaikoff sia in realta
mediato da un composto intracellulare iodinatosdéouno iodolipide, in grado di inibire anche
I'attivitd adenilato-ciclasica stimolata dal TSHj4

E’ stato osservatn vitro su cellule FRTL-5 che i livelli proteici di NIS mhinuiscono dopo
somministrazioni di ioduro mM nell’arco delle sussi&e 48 ore, in seguito ad un aumento del
turnoverdi NIS che nelle cellule cosi trattate passa @aglerni a 24 h. Nello studio di Engt

al. del 2001 (203) i livelli di mRNA non mostrano caigumenti significativi. Tuttavia analisn
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vivo precedentemente effettuate (45, 32) mostravanalimauzione anche del’RNA gia a dosi
dell'ordine di 10* M di ioduro con somministrazioni di 1-6 giorni.rleccanismo di regolazione
trascrizionale responsabile di questo effetto nana@ora definitivamente chiarito.

Regolazione di NIS da parte della tireoglobuling)(T

La Tg follicolare riduce i livelli di mRNA diNIS attraverso la soppressione dell’espressione
genica a livello trascrizionale, facendo diminuirkvelli di un fattore di trascrizione tiroide-
specifico, Pax-8; la Tg di conseguenza regola meggaente i livelli di NIS e I'attivita duptake

di ioduro nelle cellule FRTL-5 (46).

La tireoglobulina contribuisce inoltre, insiemeT&@H stesso, alla diminuzione dell’espressione

del TSHR (TSH Receptor).

1.2.5. ESPRESSIONE EXTRATIROIDEA DEL NIS

Oltre che nella tiroide il trasporto attivo di icdwia NIS avviene nella ghiandole salivari, nella
mucosa gastrica e nella ghiandola mammaria dutatigtazione (47).

Il trasporto di ioduro tramite NIS nelle sedi exii@dee mostra somiglianze funzionali con
guello che awviene a livello della tiroide (coménibizione da parte del tiocianato e del
perclorato), ma presente anche delle importarfemrdinhze:

» le sedi di trasporto extratiroidee non sono in grddorganificare lo ioduro accumulato;

* il TSH non ha influenza regolatoria;

» alcune di queste sedi (ghiandole salivari e muagssdrica) sono in grado di accumulare

tiocianato, che invece nella tiroide € rapidamemétabolizzato e non viene concentrato.
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Lo ioduro concentrato nella ghiandola mammaria eisecreto nel latte ed usato dal lattante per
la biosintesi degli ormoni tiroidei. Studi di immuistochimica e Western blotting hanno
identificato nei tessuti mammari di ratto durardddttazione due bande di circa 100 e 75 kDa
corrispondenti a diverse forme di glicosilazione MIS nella ghiandola mammaria (47).
Contrariamente alla tiroide, in cui 'espressionéNts e costitutiva, nella ghiandola mammaria
essa inizia a manifestarsi circa a meta della gestea, in seguito ad un’attivita di proliferazione
e differenziazione. Da saggi con isotopi radioattigsulta che all’espressione & associato un
significativo aumento del trasporto di ioduro verso fine della gestazione. Inoltre nella
ghiandola durante la lattazione I'espressione @ Ndponde agli stimoli di suzione (47).

Uno studio in topi ovariectomizzati e non ha evidato che la regolazione dell’espressione in
guesto caso e dovuta alla concomitante azioneodsitbcina e del 1B-estradiolo. La prolattina,
ormone secreto insieme all'ossitocina in rispodie suzione, ha un ruolo non ancora del tutto
chiaro, in quanto sembra avere un effetto stimelanhibente sull’espressione di NIS a seconda,
che esistano rispettivamente alti o bassi liveleéstrogeni nell’animale.

Nello stesso studio attraverso I'immunoistochimé&atata accertata la presenza di NIS nella
mucosa gastrica e nelle ghiandole salivari. E’ostigiotizzato che il NIS abbia un ruolo
importante nel trasporto di ioduro dal flusso saggo al lume gastrico, anche attraverso il
piccolo contributo dato dalle ghiandole parotidgrantendo un ricircolo enterotiroideo che
potrebbe proteggere dalle deficienze di iodurogeleene I'assorbimento (48). Studi piu accurati
della funzione e delle caratteristiche di quesssgprto sarebbero interessanti anche alla luce
dellaumentata incidenza e mortalita di carcinoraatgco nei pazienti trattati con radioterapia
con™3,

Esistono numerosi studi che hanno accertato laeprasdel’'mRNA di NIS in vari organi e

tessuti (26), ma a questi € necessario affiandack gi immunoistochimica, Western blotting e
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di attivita per accertarne i falsi positivi e pegrificare che la proteina venga effettivamente
espressa e sia attiva. Oltre che negli organi pextemente citati, I'accumulo di ioduro & stato
accertato anche nel plesso corioideo e nel corfarecidell’occhio (49), dati contrastanti di

espressione proteica esistono anche per la plagedijta

1.2.6. DIFETTI CONGENITI DEL TRASPORTO MEDIATO DAL NIS

L'ITD (lodide Transport Defect) € una patologia abtanza rara. Il quadro clinico generale
consiste nell'ipotiroidismo (che puo essere normzalio in alcuni casi con alte dosi di ioduro o
con terapia sostitutiva canTy), nel gozzo, nel basagptakedi ioduro e nel basso rapporto di
concentrazione di ioduro fra saliva e plasma. Arehéipotiroidismo congenito € una malattia
poco frequente (con un’incidenza di 1:3000-1:40@0 meonati) (51), ha effetti deleteri e
irreversibili sullo sviluppo del neonato, che, smrattati, sfociano nel cretinismo. Mutazioni in
geni tiroide-specifici, com&PO (52), Tg (53) eTSHR(54), sono state identificate fra le cause
dell'ipotiroidismo congenito. Piu recentemente anatutazioni nel gendIS si sono dimostrate
determinanti nell’ipotiroidismo. In assenza di neake di NIS funzionali, lo ioduro non ha
accesso alle cellule epiteliali della tiroide, leccausa una diminuita biosintesi degli ormoni
tiroidei ed elevati livelli di TSH circolante, cleeloro volta stimolano i cambiamenti morfologici
e biochimici che portano allo sviluppo del gozzo.

Casi di adenoma follicolare, oltre che di gozzo tmabulare, sono stati associati all'lTD, ma
resta da chiarire se la tumorigenesi osservatdasattribuire alle mutazioni, o, come sembra piu
probabile, alle condizioni ormonali dei pazientiidrattamenti ricevuti. Il trattamento prevede la
somministrazione di alte dosi di ioduro per compeagli scarsi livelli duptake Il meccanismo

proposto per questa compensazione € stato spiegmtoil trasporto attraverso canali o
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trasportatori non specifici o per diffusione sero@li Comunque nella maggior parte delle
mutazioni studiate nel NIS l'attivita di traspomon € completamente abolita, suggerendo che
un’attivita di trasporto molto bassa puo esserepmEmata anche attraverso la sovraespressione
del trasportatore. All'anno 2000 erano stati riptirtirca 48 casi di ITD nel mondo, provenienti
da 33 famiglie.

Sono state identificate circa 10 mutazioni nel gl che sono causa di difetti congeniti del
trasporto dello ioduro (Figura 1V). Queste mutazisn ritrovano tutte in omozigosi o in
eterozigoti insieme ad altre mutazioni che causpedlita della funzione. II modello di
trasmissione e quindi recessivo, ed i soggettiogigoti sono generalmente eutiroidei e con
dimensioni della ghiandola tiroidea normali o miammente aumentate. Questo suggerisce che
una copia sana del gene e in grado di fornireliiaeleguati di proteina per il trasporto. Solo per

alcune mutazioni & stata effettuata una carattriane funzionale.

Figura IV: Modello a 13 domini transmembrana della struttura secondaria del NIS umanowild-type. Le

mutazioni che causano ITD sono mostrate nei retlamigino al residuo coinvolto, con indicazionelldeposizione
e del residuo sostituito. E’ stato usato il codiceinoacidico a singola lettera. X, codone di st8p;frame shiftA,

delezione (55, 56 , 57, 58, 59, 60, 61, 62, 6366466, 67).
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1.3. LA PENDRINA

La pendrina contribuisce all’efflusso di ioduroratierso la membrana apicale dei tireociti ed e
codificata del gend’DS responsabile della Sindrome di Pendred. Queste, gelentificato
attraverso il clonaggio posizionale sul cromosong®17 all'interno dellintervallo critico di
linkage (68), contiene 21 esoni e codifica per un tragcdit5 kb. Il prodotto € una proteina con
11 o 12 domini transmembrana, altamente idrofolmicaposta da 780 aminoacidi e con un peso
molecolare di 86 kDa. L’analisi con Western blajtima rivelato che la proteina € espressa nella
tiroide in una forma glicosilata di 115-110 kDa,dncordo con la predizione di diversi siti di

glicosilazione sul primo e terzoop extracellulare della proteina.

1.3.1.IL TRASPORTO DI IODURO ATTRAVERSO LA PENDRINA

Per la sua analogia con una famiglia di traspaitatiosolfato, inizialmente era stato ipotizzato
che la funzione della proteina fosse proprio isp@to di solfato. Studi di espressione in oociti
di Xenopus laevig in cellule Sf9 (ottenute ddpodoptera frugiperda69) hanno dimostrato che
la pendrina e piuttosto un trasportatore di iododipendente dal sodio.

In seguito & stato anche dimostrato che nel testwideo di pazienti affetti da sindrome di
Pendred il trasporto di solfato non e alterato .(Bddi in cellule CHO e COS-7 (African Green
Monkey Kidney Fibroblast Cells) trasfettate conBDINA del genéd®?DShanno evidenziato che la
pendrina trasporta efficientemente lo ioduro salarglo la sua concentrazione supera I'’L mM

(71). Questo e in accordo con la funzione dellagina di mediare il trasporto versoliimen
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follicolare dello ioduro accumulataia NIS nel citoplasma. Questa evidenza suggeriscdache
pendrina avrebbe le caratteristiche di un canaltqsito che di un trasportatore.

Uno studio in cellule polarizzate MDCK (epithelisadin-Darby canine kidney) coltivate
all'interfaccia in una camera doppia, esprimendi NiS sia la pendrina, ha dimostrato che la
pendrina € in grado di permettere la concentrazahneduro da una camera all’altra, cosa che
non si osserva nelle cellule che esprimono solo &k$he presentano solo alte concentrazioni
intracellulari di ioduro (72).

La pendrina, in altri tipi cellulari, di mammifere non, ha mostrato attivita di scambiatore
cloruro/base. E’ stato infatti riportato (69) clagplendrina espressa in oocitiX#nopus laeviba
proprieta di trasporto simili a quelle dello scaatbre cloruro/formato (5). In cellule embrionali
umane renali la pendrina € in grado di traspottararbonato, lo ione idrossido ed il formato (4).
Tuttavia i trasportatori ionici e i canali a volteostrano funzioni alterate quando espressi in tipi
cellulari differenti (ad esempio in studi su oociti Xenopus laevie Sf9 (69) era stata
evidenziata una competizione fra cloruro e iodwn & confermata in studi successivi).

Uno studio piu recente (73) condotto con tecnichelettrofisiologia indicherebbe la pendrina
come uno scambiatore Tl Essa medierebbe I'ingresso di cloruro e la fugmita di ioduro
dalla cellula verso ilumenfollicolare e, sia il cloruro sia lo ioduro, agitgero come attivatori
del trasporto. Il riassorbimento dal follicolo debruro contribuirebbe al mantenimento del
volume, della distribuzione di acqua e delle cotreaioni degli elementi presenti all'interno del

follicolo.

25



1.3.2. REGOLAZIONE DELLA PENDRINA DA PARTE DELLA TIREOGLOBULINA E DEL TSH

L’espressione del gerfe®DS sembra essere meno sensibile agli effetti stimoldiretti del TSH
rispetto ad esempio ai geni per NIS e TPO (Tiremgmdasi). Tuttavia I'espressione della
pendrina sembra essere connessaeaivork regolatorio determinato dai livelli di TSH e Tg
(Tireoglobulina) proprio grazie a quest’ultima:dili bassi di Tg sembrano indurre I'espressione
della pendrina (74)n generale la Tg sembra antagonizzare I'effeitoadante del TSH, infatti
livelli alti di Tg producono una riduzione dell’'agssione di NIS e del TSHR stesso. Un modello
concertato di regolazione prevede che in un fdbi@mn unlumenricco di Tg accumulata, la Tg
sopprima l'espressione di NIS, riducendo quindptakedi ioduro. La trascrizione dPDSé
bassa in queste condizioni, ma la proteina anaoraidnante e in grado di trasportare ln@hen

del follicolo tutto lo ioduro gia concentrato atiterno della cellula per la iodinazione. In questo
follicolo, il TSH agirebbe soprattutto favorendoridssorbimento e la degradazione della Tg
follicolare e favorendo la secrezione diTy nel flusso sanguigno. Poiché il riassorbimento dal
follicolo e la degradazione nei lisosomi della Tayebbe a questo punto maggiore della nuova
sintesi di Tg, la concentrazione della Tg in quegiblicolo inizierebbe a diminuire. La
diminuzione del contenuto follicolare della Tg censrebbe infine una ripresa dell'espressione

del NIS, della pendrina e della Tg stessa (75).
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1.3.3.ESPRESSIONE EXTRATIROIDEA DELLA PENDRINA

L’espressione del geneDS é stata rilevata nella tiroide e nel rene attrswedorthern blot e
nella coclea fetale attraverso PCR su una libgirgDNA.

Anche analisi immunoistochimiche (76) hanno confgonla presenza della pendrina sulla
membrana apicale delle cellule epiteliali del tratpesso ascendente dell’ansa di Henle e del
tubulo contorto distale, anche se in quantita 26@evminori che nella tiroide. Inoltre, solo una
minoranza di cellule si € mostrata positiva, riéeto livelli di espressione eterogenei.

E’ stato riportato (69) che la pendrina espressadaiti di Xenopus laevisha proprieta di
trasporto simili a quelle dello scambiatore cloffoonato, che partecipa nel riassorbimento del
60% del cloruro filtrato ed € localizzato sulla nmerana apicale delle cellule del tubulo
prossimale. Inoltre la proteina é stata rilevatedodti collettori corticali (4), in particolare ie
cellule intercalate. Le cellule intercalate hanhocompito di fornire una regolazione fine
dell’'escrezione acido/base per mezzo di un procdss@sporto di bicarbonato. Inoltre, i dotti
collettori corticali provenienti da topi Pdsnon sono in grado di secernere bicarbonato.

La capacita della pendrina di mediare il traspalit@uesti anioni apre interessanti spunti per
capire la sua funzione nell'orecchio interno. Lamposizione dell’endolinfa nell’orecchio
interno ha una bassa concentrazione di sodio, meacaincentrazioni di potassio e cloruro
rispetto al plasma e alla perilinfa. La generazidnguesti gradienti ionici € garantita da diversi
trasportatori ionici collocati su vari tipi di cele nell'orecchio interno. Mutazioni nei geni che
codificano per questi trasportatori ionici sonooasasti a forme di sordita, indicando che il

mantenimento della normale composizione elettoalithell’orecchio interno € un parametro

critico per una normale funzione uditiva.
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1.3.4. LA SINDROME DI PENDRED

La sindrome di Pendred e un disturbo autosomico raaesaratterizzato dall'associazione della
sordita neurosensoriale al gozzo. Esiste una grassabilita intra ed interfamiliare. La maggior
parte dei pazienti & eutiroidea, indipendentemedtdla presenza del gozzo, mentre
l'ipotiroidismo, generalmente subclinico, si osseiw circa il 30-40% dei casi.

E’ la forma piu comune di sordita sindromica e idnto del 10% delle sordita ereditarie (77).
Nella sindrome di Pendred, I'orecchio interno hgerakzioni morfologiche che vanno dalla
dilatazione del dotto vestibolare alla malformagiati Mondini, in cui le tipiche curve della
coclea formano invece una cavita comune. L’'alterazidel trasporto ionico associato alla
sindrome di Pendred potrebbe portare a flussi aalordi sali e acqua, con conseguente
dilatazione e perdita della normale architetturdadmclea.

Le anomalie renali non sono parte delle manifestazliniche della sindrome di Pendred, molto
probabilmente per la ridondanza dei sistemi dpwa® del cloruro nel nefrone.

Nella tiroide dei soggetti affetti da questa pagdolo ioduro non € completamente organificato,
con effetti variabili sulla biosintesi degli ormotiroidei (78). Sono note piu di novanta
mutazioni del gene, la maggior parte delle quatiosmutazioni missenso. Alcune di queste
portano a proteine cdargettingalterato alla membrana plasmatica che sono rigemeitreticolo
endoplasmatico (80, 81).

Studi funzionali sulla localizzazione della progimutata (Tabella I) effettuati in cellule HelLa
tramite I'analisi dell’efflusso di ioduro e di fluescenza su pendrineild-type e non cortags
costituiti da Green Fluorescent Protein hanno ew@go che molte di queste mutazioni
provocano lintrappolamento della pendrina nel cab endoplasmatico Eqdoplasmatic

Reticulim Storage Disorder§RSD)(80).

28



MUTANTI EFFETTI

G102R Colocalizza con ER
L117F Distribuzione simile akild-type
V138F Colocalizza con ER
G209V Distribuzione simile akild-type;riduzione del trasportd
L236P Ritenuto parzialmente nel ER
T410M Colocalizza con ER
Q446R Colocalizza con ER
Y556C Distribuzione parzialmente similevaild-type
G673E Distribuzione parzialmente similenald-type
L676Q Ritenuto parzialmente nel ER

FS306->309X Ritenuto parzialmente nel ER

Tabella I: Mutazioni di PDS che causano ritenzione nel Reticolo Endoplasmati¢81, 72, 9, 80).
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1.4. 1L CANCRO TIROIDEO

| carcinomi tiroidei differenziati sono relativanterrari. L’incidenza annuale in varie parti del
mondo va di 0.5 a 10 casi per 100.000 personeorrditrischio importanti sono I'esposizione a
radiazioni al collo durante l'infanzia, che aumemtal rischio di carcinoma papillare della
tiroide, e deficienze di iodio per i carcinomi fobllari ed anaplastici. Una maggiore incidenza di
carcinomi papillari si riscontra in pazienti conliposi adenomatosa del colon. Circa il 3% dei
carcinomi papillari sono familiari (83).

I noduli tiroidei che accumulano ioduro in manieiguale o piu efficiente rispetto al circostante
tessuto normale sono generalmente benigni, meatnealggior parte dei cancri tiroidei mostra
una marcata diminuzione nellaccumulo di iodur@eito al tessuto sano. In effetti, i carcinomi
che si comportano come noduli caldi iperfunzionaano molto rari. Per questo motivo lo
ioduro ha un ruolo enorme in campo diagnosticar&outico per la diagnosi e cura dei tumori
tiroidei differenziati.

| principali tipi morfologici dei tumori tiroidei fiferenziati sono il carcinoma papillare (75-85%
di tutti i tumori tiroidei) e il carcinoma follicalre (10-20%). Entrambi originano dalle cellule
tiroidee follicolari.

Il carcinoma papillare € un tumore privo di capsalan strutture follicolari e papillari
caratterizzato da cellule con nuclei sovrapposti solchi longitudinali, anche se ne esistono
numerose varianti istologiche.

Il carcinoma follicolare e caratterizzato dalla felienziazione follicolare, ma senza i
cambiamenti nucleari tipici del carcinoma papillatéinvasione della capsula € uno degli

elementi per distinguere tra queste varianti. &moscono diverse forme tumorali in base alla
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capacita invasiva. Si possono anche distinguereinmani ben differenziati con struttura
macrofollicolare fino a carcinomi poco differenziedn piccole aree di crescita solida (83).

Il trattamento dei carcinomi tiroidei differenziansiste nella tiroidectomia totale o quasi totale
seguita da trattamento ablativo cOHl. Il radioisotopo distrugge i carcinomi microscaipi
occulti nonché tutto il rimanente tessuto tiroicdewmale. Nella fase postablazione e possibile la
ricerca di eventuali metastasi con total body scancon *1 (8, 26). Spesso viene anche
somministrata tiroxina, poiché molti carcinomi sosensibili al TSH. Infatti I'inibizione del
rilascio di TSH attraverso la somministrazioneirdiXina aumenta la sopravvivenza e diminuisce
il numero di ricadute (83).

Tuttavia circa il 33% dei tumori tiroidei metastate la totalita dei tumori anaplastici perdono la
capacita di accumulare ioduro radioattivo (216,)26@ al momento non sono disponibili

trattamenti efficaci per i pazienti con queste fertumorali aggressive.

1.4.1. ESPRESSIONE DEL NISNELLE LESIONI NEOPLASTICHE

Normalmente in un dato follicolo, la proteina NIS rigevabile solo in alcuni tireociti.
L’espressione e basolaterale ed il numero di titepositivi varia da follicolo a follicolo, con
una prevalenza di espressione nei follicoli picaoimposti da tireociti cuboidali e colonnari e
solo piu raramente nei follicoli larghi compostitdeociti appiattiti. Questo dato e consistente
con il fatto che I'attivita di concentrare lo iodue eterogenea fra i diversi follicoli all’interno
della tiroide (84). L’espressione di NIS nei caaim tiroidei va quindi confrontata con questa
distribuzione che gia in condizioni fisiologichepsesenta non omogenea.

Esistono numerosi studi sull’'espressione di NIStagiori e nei noduli benigni della tiroide. |

loro risultati sono pero molto discordanti, dal nmeorto che sono stati condotti con tecniche
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differenti e dal momento che I'espressione\dit si avvale di numerosi meccanismi regolatori
(trascrizionale, traduzionali, post-traduzionali, w@rgetting alla membrana plasmatica, di

distribuzione nei comparti intracellulari). Alcurstudi hanno suggerito una diminuzione
dell'espressione di NIS (85, 86, 84); altri hanmalicato un’alterazione nel controllo post-

trascrizionale nei tumori tiroidei (87) ed altricama un aumento dei livelli di espressione del
trasportatore (88, 90, 89, 91).

Nelle lesioni neoplastiche al momento non c’é evadedella presenza di mutazioni nel gene di

NIS (92).

1.4.2. ESPRESSIONE DELLA PENDRINA NELLE LESIONI NEOPLASTICHE DELLA TIROIDE

L’espressione e la funzione di alcuni geni specilier la tiroide risultano alterate nei tumori
tiroidei (geneTPO, Tg, TSHRe NIS). Inoltre sono noti difetti nel trasporto di iodunelle cellule
cancerose (85). Pertanto anche I'espressione el RS € stata analizzata nei tumori della
tiroide, sia con PCR quantitativa, che con studi imimunoistochimica (74). L’analisi
immunoistochimica di 18 tumori maligni non ha riaeel complessivamente grosse differenze
rispetto al tessuto tiroideo normale. L’analisi #®h-PCR ha mostrato variazioni molto limitate

nei tumori maligni e benigni rispetto al tessutomale (93).

32



1.5.1L CANCRO MAMMARIO

E’ stato riportato che alcuni tumori ormone-dipaemdelel seno concentrano lo ioduro di 5-7
volte rispetto ai livelli plasmatici (94).

Dal confronto di 23 carcinomi invasivi e 6 carcinoduttali con 8 campioni normali da
mammoplastiche riduttive e stato trovato che I'8@&b carcinomi invasivi e I'83% di quelli
duttali esprimono NIS (mentre nei campioni di cotidr non vi € espressione) (47).

Immagini scintigrafichein vivo di adenocarcinomi mammari in femmine di topo non i
gestazione e non in lattazione con attivazione 'afelbgene Ras o sovraespressione
dell’'oncogeneNeu hanno dimostrato una pronunciata attivita specifichllS (che puo essere
inibita con perclorato). Il potenziale diagnostibell'alta prevalenza dell’espressione di N&
tumori umani del seno (piu dell’'80%, contro lo 0% dontrolli negativi) diventa evidente se lo
si compara con la prevalenza (33%) del principadekertumorale attualmente utilizzato per il
carcinoma mammario, Her&u(47).

E’ stato riportato che il trattamento con acidon@ito tutto-trans (t-RA) aumenta la produzione
di mRNA di NIS nonché della proteina stessa, e stimalptikedi ioduro in maniera tempo e
dose dipendente fino a 9.4 volte il valore basal&rasporto in una linea cellulare di cancro
mammario MCF-7 che esprime il recettore degli ggn (95). Studi nelle cellule MCF-7 hanno
dimostrato che I'estradiolo aumenta I'espressian@AR (Retinoic Acid Receptor). Non e stata
invece osservata nessuna induzione dell’'espresdioNE in seguito a trattamento con t-RA in
linee cellulari negative per il recettore egli egni o in linee di tessuto normale. La.ydel
trasporto di ioduro nelle cellule MCF-7 € pari saldl5% della Wax nelle FRTL-5, suggerendo

una ridotta espressione di NIS nelle MCF-7 rispatta FRTL-5. Tuttavia la ridotta espressione
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potrebbe essere in parte compensata dal maggigoteindimezzamento della concentrazione
intracellulare di ioduro di circa 24 min nelle MGHnelle FRTL-5 é di soli 3.9 min); il tempo di
permanenza di un isotopo radioattivo nelle celladcerose mammarie potrebbe rivelarsi
inaspettatamente lungo, con risvolti positivi gesuccesso della radioterapia. Il t-RA diminuisce
I'uptakedi ioduro nelle cellule FRTL-5, mentre la forse@inon lo induce nelle MCF-7, a
conferma della diversita di regolazione del NISeéhee cellulari tiroidee e mammarie, come
riflesso della modulazione differenziale del traspali ioduro via NIS nelle due diverse sedi.

| successivi studin vivo hanno dimostrato in modelli animali che il tratemto con t-RA induce
un aumento di 15 volte rispetto al trasporto basalke cellule cancerose mammarie, mentre non
si osserva un aumento significativo dell’ accumuddotto dal trattamento negli altri organi
(96). Non e del tutto chiaro se I'organificazionelld ioduro sia necessaria per aumentare la
permanenza del radioisotopo nelle strutture caseeroonsiderando che esse molto spesso
mancano della struttura follicolare. Comunque,ddiaterapia si € dimostrata efficaicevitro
(97) nel trattamento sperimentale del cancro altstata, dopo induzione tessuto specifica di
NIS. Poiché in gquesto sistema non c’é organific@jajuesto studio indica che la radioterapia
potrebbe essere efficace anche in sistemi cheamas ma non organificano lo ioduro, come
puo essere il cancro del seno. | dati incoraggiaatitempo di permanenza vitro in linee
cellulari dello ioduro nei cancri mammari necessitali ulteriori conferme su colture primaire
vitro e attraverso studn vivo. Inoltre, poichéNIS nella tiroide e nella ghiandola mammaria é
regolato in maniera differente, sarebbe possibilteggere la tiroide in caso di
somministrazione di radioisotopi a pazienti di canal seno. Infatti la soppressione della tiroide
con somministrazione esogena di porterebbe all'inibizione del rilascio di TSH e all
concomitante sottoregolazione del NIS tiroideo, tgggendo conseguentemente il tessuto

tiroideo dalla radioterapia (47).
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1.6. PROTEINE FLUORESCENTI PER L' IMAGING IN VIVO

1.6.1. CARATTERISTICHE GENERALI

La possibilitd di indagare molti sistemi biologidipende in modo rilevante dalla capacita di
visualizzare e quantificare nelle singole cellulelecole segnale ed eventi con alta risoluzione
spaziale e temporale. Gli avanzamenti nella mi@pisca fluorescenza e nell'ingegnerizzazione
delle proteine appartenenti alla famiglia delle GBPeen Fluorescent Proteins) in mutanti con
migliorate proprieta spettrali e biochimiche foooao gli strumenti di base per investigare i
processi piu complessi nelle cellule viventi.

Le sonde basate su proteine fluorescenti (di seguidicate come FP) presentano alcune
caratteristiche vantaggiose rispetto ai cromofogaaici piu semplici, in quanto possono essere
disegnate per rispondere a una piu ampia varietavdnti biologici e segnali, si possono
indirizzare in diversi compartimenti cellulari edtiodurre in un’ ampia varieta di tessuti e
organismi intatti. Le proteine chimeriche contendf® hanno il vantaggio di poter essere
espressén situ mediante trasferimento genico. Inoltre, solo ramseesono causa di tossicita o
di perturbazioni del sistema analizzato.

La GFP, originalmente isolata nella medéssquorea victoriada Shimomuraet al nel 1962
(204), agisce come emettitore secondario nel sestdmbioluminescenza basato sulla foto-
proteina C&-dipendente Aequorina, ossia converte il segnaldotin dal calcio nella
fluorescenza verde tipica della specie.

Le potenzialita della GFP come sonda furono ricoiute solo dopo il clonaggio avvenuto nel

1992 (205) e la sua espressione in sistemi etdrpldgve un prodotto di fusione fu usato per
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monitorare I'espressione genica in batteri e nechdf96, 105, 208). A partire da questi studi la
GFP e stata ingegnerizzata per produrre un vasteraudi mutanti capaci di coprire gran parte
dello spettro visibile, proteine di fusione e bioseri.

Recentemente sono state identificate ed isolatéeipeo fluorescenti anche da altre specie,

consentendo un’ulteriore espansione delle carstitgne biochimiche e dello spettro disponibile.

1.6.2. PROPRIETA' E MODIFICAZIONI DELLA GFP DI AEQUOREA VICTORIA

Le proteine fluorescenti appartenenti a questadgiahanno una massa molecolare di circa 25
kDa e presentano una struttur-ebarrel essenziale per lo sviluppo ed il mantenimetdlla
fluorescenza. La formazione del cromoforo all'int@idel globulo proteico non richiede cofattori
esterni (eccetto I'ossigeno). Il fluoroforo é dattiv da una tripletta di aminoacidi adiacenti, ossia

Ser 65, Tyr 66, Gly 67.

A

Figura V: A) Rappresentazione della struttura cristallogeafilella GFRwild-type Il cromoforo al
centro del-barrel & rappresentato in rosso. B) Ingrandimerdoccbomoforo della GFP costitui
dagli aminoacidi Ser65-Tyr66ly67. C) Il cromoforo si trova al centro di arelica che corre lung
I'asse centrale dep-barrel
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Benché questo semplice motivo aminoacidico siausliffin natura, generalmente esso non da
luogo alla formazione di alcun un cromoforo. La atteristica che in questo caso rende
fluorescente la proteina € la collocazione delipldtta peptidica al centro di ura-elica che
corre lungo l'asse di uf-barrel particolarmente stabile costituito da Fisheet (Figura V).
All'interno dell’ambiente idrofobico al centro dpt-barrel avviene una reazione di cilcizzazione
ossidativa in duestep successivi: prima una reazione tra il carbossilbadger 65 e I'azoto
amminico della Gly 67 (responsabile della formaeiah un anello eterociclico imidazolin-5-
one, Figura VI), poi un’ossidazione successiva pcavia coniugazione dell'anello imidazolico

con Tyr 66 e la formazione della specie fluorese¢h00, 101, 210).
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Figura VI: Maturazione del fluoroforo della GFP. Nella figura & rappresentato il processo di ciegiZane
ossidativa che porta alla maturazione del fluommfor

Il fluoroforo della GFP puo esistere in due sthiforma protonata € lo stato predominante e
presenta un massimo dell’eccitazione a 395 nm,olend non protonata assorbe invece

approssimativamente a 475 nm. | picchi di emissgmm® vicini e parzialmente sovrapposti, con
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i massimi di emissione di fluorescenza rispettivareelle lunghezze d’'onda di 503 e 508 nm
(102). Alcune delle caratteristiche della GFP hanitevanti implicazioni per il suo utilizzo
come sonda. Le proprieta fotofisiche della GFP sabloastanza complesse e la molecola puo
ospitare una quantita considerevole di modificazidra fluorescenza della GFP dipende
fortemente dalla struttura molecolare che circofldfluoroforo e le mutazioni di siti in
prossimita del fluoroforo tripeptidico possono edtee fortemente le proprieta.

Nel wild-type I'impaccamento dei residui aminoacidici all'interdel B—barrel € estremamente
stabile e ci0 permette una resa quantigaaftum yielyl molto alta. Questa solida struttura
proteica conferisce inoltre una certa resistentzaflaittuazioni del pH, della temperatura nonché
alla presenza di denaturanti. L'alto livello di lstaa viene generalmente compromesso da
mutazioni che perturbano la fluorescenza e possansare una riduzione dghantum yielded
una piu elevata sensibilita alle condizioni amadint

Al fine di utilizzare le proteine fluorescenti ireltule di mammifero la GFRvild-type é stata
sottoposta a diverse modifiche.

Il primo passaggio €& stato I'ottimizzazione dellarniazione del fluoroforo a 37°C. La
maturazione del fluoroforwild-type e abbastanza efficiente a 28°C, ma lo &€ molto naed6°C

e cio riduce sostanzialmente la fluorescenza. Léammne della Phe 64 in Leu permette una
maturazione a 37°C equivalente a quella osserva8@ nelwild-type(103).

Per ottimizzare i codoni per l'espressione dellaPGR cellule di mammifero sono state
introdotte inoltre piu di 190 mutazioni silenti feelsequenza codificante (104). E’ stato anche
introdotto un sito di inizio traduzione di Kozakntenente la sequenza A/IGCCAT mediante
'inserzione di una Valina come secondo aminoac{goeste ed altre modifiche sono comuni a

tutte le sonde fluorescenti derivate dalla G¥H-type
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Ulteriori mutazioni del fluoroforo o nelle regiomircostanti hanno portato all'isolamento di
numerosi varianti spettrali, come le BFP, le CFRe &FP (Blue, Cyan, Yellow Fluorescent
Proteins) con massimi di eccitazione/emissioneettsamente di 380/442 nm, 434/475 nm e
512/525 nm.

Altre modifiche hanno permesso lo sviluppo di pirmeefluorescenti ancora piu sofisticate, come
le varianti fotoattivabili (79), le variantimer (113)e le varianti che possono fungere da sensori
fluorescenti che hanno aperto nuove applicazionlgmarcatura fluorescenite vivo, in studi di
espressione, interazione, attivita, movimentaraover proteico, nonché per studi di funzione di

organelli, studi di motilita cellulare ed infinerpaisure dirette di parametri cellulari (29).

1.6.3. APPLICAZIONI PASSIVE DELLE PROTEINE FLUORESCENTI

Per una gran parte delle applicazioni idiaging fluorescente il marcatore € un attore
biologicamente inerte usato soltanto come marcatsiile.

Data la natura delle struttupebarrel che schermano il cromoforo dall’'ambienteee®, alcune
FP sono adatte alle cosi dette applicazioni pasgiuali il monitoraggio della sintesi,

degradazione, localizzazione e traslocazione getieeinepartneralle quali vengono fuse.

Fluorescenza conmarkerspaziale

Forse la piu popolare applicazione delle sonderdlscenti € il loro uso come marcatori per
rivelare il pattern spaziale statico-dinamico di vari componenti callulGia nel 1995 la lista

delle proteine fuse alle FP contava decine di es€l0p) ed oggi sono oramai migliaia.
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Uno sviluppo interessante di queste applicaziomsiste, ad esempio, nella possibilita di
identificare proteine sconosciute in base al pmpatterndi localizzazione subcellulare (106).
Nelle cosi dette strategie “Protein Trap”, lo soieg visuale delle cellule che contengono la
sequenza codificante della proteina fluorescerga @wn i cDNA di una libreria viene usato per
identificare le proteine che presentangaltern di localizzazione di interesse. La sequenza di
cDNA che codifica per ciascuna proteitaaget pud essere poi isolata direttamente dal clone e
quindi identificata.

Anche la localizzazione di molecole di mMRNA puoegssvisualizzata fondendo una FP alla
corrispondente  RNA-binding protein (107, 108). UWkanquesto approccio € stato infatti
visualizzato il movimento dellmRNA codificato dajene bicoid durante I'oogenesi di
Drosophila melanogasteiattraverso I'uso di una FP fusa ad Exu, la pnateihe accompagna

I'mRNA di bicoid durante il trasporto nella parte anteriore delliteo di Drosophila

melanogaste(109).

Fluorescenza conmarkertemporale

Visto che le FP sono autosufficienti nel formarerdmoforo e generare il segnale fluorescente
(110), essegpossono rappresentare per l'analisi dell’espressigenica un’alternativa allf-
galattosidasilacZ) comemarkerdi espressione in sezioni di tessuto o in orgarnisansgenici.
L'impiego delle FP ha perd come svantaggio rispatteistema enzimatico la mancanza di un
sistema di amplificazione del segnale (laddove sgrgola FP possiede un solo cromoforo, ogni
singola copia dp-lattamasi o galattosidasi o luciferasi (111) pudphficare il segnale agendo
su molte molecole di substrato consentendo diaike\piu bassi livelli di espressione genica).

Una soluzione per superare questa limitazione stnsiell’'indirizzare le FP verso un definito
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sub-compartimento cellulare e dunque sfruttareoiitiasto locale per distinguere il segnale
fluorescente dall'autofluorescenzaldickground

Per monitorare patterntemporali di espressione genica e le dinamichéntis, localizzazione

e degradazione delle proteine sono stati svilupppbrterdi complessita crescente.

Una limitazione delle FP come marcatori passivistste nellimpossibilitd di distinguere le
proteine marcate neosintetizzate da quelle pressispoiché illabel fluorescente rimane tale
fino a che la proteina non e degradata. L'emivitdlad proteina puo essere pero ridotta
associando alla FP un dominio proteico in gradprdmuoverne una piu rapida degradazione.
Ad esempio fondendo la FP con un dominio derivaidainitina decarbossilasi di topo (112) si
ottiene unabel fluorescente con uturnoveraumentato e un’emivita di circa due ore. Queste FP
varianti cosi destabilizzate minimizzano l'accumutiella fluorescenza dibackground
normalmente generata dal debole livello basalespiessione presente anche senza induzione e
permettono di estendere I'uso delle FP copportertrascrizionali. Il costo di questa strategia e
rappresentato dalla minore sensibilita, poichéppedurre un determinato livello di fluorescenza
e necessario un maggiore livello di trascriziotiaduzione del gene in osservazione.

Un altro esempio dell’'uso delle FP come marcatariforali e rappresentato dall'impiego di una
particolare versione della proteina fluorescent®&5 isolata in coralli del geneRiscosoma
(113). Questa variante cambia la propria fluorezaeata verde a rossa dopo circa 24 ore dalla
sintesi, poiché l'intermedio tipo-GFP verde accustalviene convertito nella specie rossa grazie
ad una successiva modificazione ossidativa del cforo. La storia temporale di attivazione del
promotore viene quindi riflessa nel rapporto trdllmrescenza verde e quella rossa. Poiché la
scala temporale del cambiamento di fluorescenzssa € la risoluzione e limitata ad un numero
elevato di ore, un sistema come questo potrebberesagile per le analisi dei geni che

controllano lo sviluppo (113).
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Un’altra tecnica consente di monitorare il traffied il sorting vescicolare lungo il percorso
secretorio. Questa si basa su un mutante GFP deralla temperatura che matura e si ripiega
correttamente soltanto a temperature non permigséregli eventi disorting. Crescendo la
cellule a questa temperatura, un numero signifioadi GFP temperatura-sensibili si accumula
nel transGolgi; aumentando la temperatura non é possibifelding delle GFP temperatura-
sensibili neo sintetizzate ma €& consentitgatting delle proteine gia ripiegate. In tal modo é
possibile monitorare il destino di questo gruppgrmiteine fluorescenti. Questo approccio di tipo
pulse-chasee stato recentemente impiegato per visualizzadinamiche dei granuli secretori

immaturi che possono essere distinti dalla maggaali granuli secretori maturi (114).

1.6.4. APPLICAZIONI ATTIVE DELLE PROTEINE FLUORESCENTI: SENSORI BIOCHIMICI

Ad oggi sono numerosi gli sforzi volti allo sviluppdi sensori fluorescenti codificati
geneticamente per la misura di diversi analiti coB&® CI, I, metaboliti, e di parametri
biochimici come il potenziale di membrana, il pHattivita di enzimi.

Questi sensori possono essere espressi all'intdrrimee cellulari stabili (eventualmente in
specifici organelli cellulari) od in animali transgci (in specifici tessuti), espandendo in tal
modo le possibilita di studiare la fisiologia cédlite e dello sviluppo, nonché la possibilita di
effettuarescreeningin formato high-throughput.Gli attuali sensori codificati geneticamente e
basati sulle proteine GFP possono essere suddivise categorie: sensori basati sulla FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer), sensamedci (costituiti da una proteina

fluorescente ed urdetecto) e sensori che utilizzano una singola FP (Figuia V
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Figura VII: Tipologie principali di sensori basati sulle proteine fluorescenti.

Le proteine fluorescenti sono rappresentate coreddi i domini “sensore” come ovaliSensor
basati su singole proteine fluorescenti che rispandmodificando l'intensita (a) o il colore de
fluorescenza emessa (b). Sensori basati su peofinrescenti permutate circolarmente fus
domini sensore (c) o proteine fluorescenti akiiithe con un inserito un dominio sensore (d). &
basati sulla FRET tra due proteine fluorescent fasino o pit domini sensore (e, f).

Sensori basati sudhergy transfer

| sensori basati sulla FRET sono sensori composéinecessitano della presenza di almeno due
cromofori e la cui intensita di emissione di fluscenza dipende da un processo di trasferimento
dello stato eccitato tra gli stessi. La FRET e emoineno quantomeccanico che si verifica tra un
donatore ed un accettore fluorescenti, posti safftemente vicini 'uno all’altro (20-60 A),
guando lo spettro di emissione del donatore € ppasto a quello di eccitazione dell'accettore.
In queste condizioni I'energia si trasferisce dahatore all'accettore con un’efficienza che
dipende dalla distanza, dall’estensione della giposizione spettrale e dall’orientamento
spaziale dei cromofori. In questi costrutti i caarbenti negli spettri di emissione di fluorescenza
sono provocati dalle variazioni di efficienza dnergy transferall'interno di una coppia
donatore—accettore di proteine fluorescenti. Infattrisposta al legame di un particolare ligando

0 in seguito a specifiche modificazioni, l'interaze dei due domini porta a cambiamenti
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nell'orientazione spaziale e nella distanza trade FP che generano un visibile cambiamento
negli spettri di emissione (Figura VII).

Nella FRET entrambi gli spettri di eccitazione dewoessere ben separati per permettere
emissioni indipendenti. Quando la stechiometria di@hatore e dell’accettore e fissa, ossia
guando sono fusi in un unica catena polipepdititaparametro che conviene misurare
sperimentalmente ¢ il rapporto tra I'intensitaldofescenza del donatore e dell’accettore.

Per esempio il sensore Cameleon, usato per misilr@as? intracellulare, & costituito da una
proteina di fusione comprendente CFP-calmodulinkeli-YFP-M13, dove la CFP e la YFP
sono la coppia di cromofori (rispettivamente CydnoFescent Protein e Yellow Fluorescent
Protein) mentre la calmodulina & una proteina chpresenza di Casi lega al peptide M13
consentendo I'energy transfer tra i cromofori eqlenuna variazione rilevabile negli spettri di
emissione (115, 116).

Se due cromofori sono legati tramite un dominiossea capace di andare incontro ad una
modifica conformazionale in seguito a fosforilazota parte di specifiche Kinasi, provocando
quindi una variazione della FRET, & possibile nmamaite in continuo il bilanciamento delle
attivita kinasiche e fosfatasiche all'interno dngole cellule con una risoluzione spaziale e
temporale molto superiore a quella dei saggi comemali con fosforo radioattivo o con
anticorpi specifici (117, 118).

Saldando i due cromofori CFP e YFP mediante unigepensibile alle proteasi € invece
possibile misurare l'attivita caspasica durantgdijstosi, inclusa l'attivazione della cascata a
livello di singola cellula (119, 120).

In alternativa alle configurazioni esaminate in ¢udue cromofori sono fusi in un unico

polipeptide da un dominio sensore, fondendo le BBea due proteine distinte la FRET
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intermolecolare consente la misura delle interazion i due partner polipeptidici, come ad
esempio nella dissociazione delle proteine G (121).

Sono stati sviluppati altri sensori basati sullaEFRper la misura di numerosi analiti tra cui il
cloruro (122), il maltosio (123), il glucosio (12425), il cGMP (165, 166) ed il CAMP (126).
L'uso di cromofori codificati geneticamente evita procedure di marcatura vitro con
rodamina e fluorescina e di microiniezione nelldube dei coniugati (127).

Tuttavia una tra le piu significative limitazionimpiego di questo gruppo di sensori basati sulla
FRET é data dal loro bassange dinamico, ossia da un basso livello di contragitermisure
del rapporto tra picchi di emissione (2-6 volteg)L

In molte situazioni, dunque, le sonde chimiche poesrisultare ancora competitive, sia per
screeninghigh-throughpusia per misure su singole cellule, come nel caseatesori per il C&

messi a confronto in cellule neuronali (129).

Sensori chimerici

Questi sensori sono costituiti da costrutti chiwietia una singola proteina fluorescente ed un
detectorpeptidico capace di rispondere con una variazimocmazionale al legame di un
analita. Questa variazione conformazionale causaamangiamento nella proteina fluorescente
ed un’alterazione delle sue proprieta spettrali.

| sensori chimerici possono essere costruiti coarmio una FP con una proteidatector full-
length o con un motivo peptidico piu corto. In uno degBempi meglio caratterizzati la
calmodulina (CaM) viene inserita in luogo della 5 della YFP: cio provoca un aumento di
circa 7 volte della fluorescenza in seguito al fegalel C& (99, 130). Questi sensori, noti come
Camgaroos, si sono dimostrati utili permagingdel C42 nei mitocondri (131) e nel cervello di

Drosophila melanogastgi 32).
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Una importante variazione topologica consiste m=érire il dominio detectorin una FP
permutata circolarmente: il C-term e I'N-term ongli della FP vengono legati con linker
flessibile e dei nuovi C ed N-terms vengono apposénte generati in una delle possibili
posizioni vicine al cromoforo. Queste permutazianmentano la flessibilita e la responsivita
ottica agli stress conformazionali applicati, facilitando la trasmi®e di variazioni
conformazionali nell'intorno del cromoforo [per eg@o sensori Pericam (133), sensori per
I'attivita MAPKinasica (134)].

Altri sensori chimerici rispondono a variazioni gotenziale di membrana. Per esempio |l
sensore Flash & generato inserendo la GFP in uantaubon funzionale per un canale dél K
potenziale-dipendente (135, 136); un altro e otteimserendo la GFRild-typein un canale per

il Na™.

Tra i sensori per ioni, un esempio interessantegsitaito dalla chimera ottenuta fondendo
proprio le due proteine del sistema di bioluminegeedi Aequorea victoriaossia la GFP e la

fotoproteina C&#-sensibile Aequorina (137).

Sensori costituiti da una singola Proteina Fluczase

Ingegnerizzando le FP & possibile renderle diredtdaen sensibili a diversi parametri, tramite
l'introduzione di specifiche mutazioni puntiformeincromoforo o in prossimita di questo o nella
strutturaf3-barrel. Si vengono cosi a creare siti di legandésensingper analiti o altri parametri
biochimici che conseguentemente modulano la flgeneza emessa. Ad esempio €& stata
dimostrata la possibilita di rendere alcune varidatla GFP o della YFP sensibili ai potenziali
redox intracellulari tiolo-disolfuro, ponendo duesidui cisteinici su du@-strand adiacenti in

maniera da consentire la formazione di un legartrarmolecolare. L'ossidazione reversibile dei
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due residui e la formazione del legame disolfuduce la fluorescenza del sensore basato sulla
YFP di circa due volte (138). In alternativa, nehsore basato sulla GFP, il legame disolfuro
provoca uncshift di uno dei picchi, modificando il rapporto di eéeaione di 6-8 volte (139).
Questi sensori potrebbero consentire indagini slilamica o I'eterogeneita dei potenziali redox
in diversi compartimenti cellulari.

Tra i tentativi di sviluppo dei sensori sulle FPr peni di interesse, possiamo citare anche una
variante del BFP (Blue Fluorescent Protein) ingeigaata tramite mutazioni puntiformi per
legare lo ZA* presso il cromoforo (140). Tuttavia la variaziomé fluorescenza non
particolarmente elevata (circa 2 volte) edaile di associazione piuttosto lentq,/{tdi circa 4 h)
rendono necessari numerosi miglioramenti perclsémala risulti biologicamente utile.

Sono inoltre state individuate alcune varianti @€HFP particolarmente sensibili alle variazioni
di pH: questi mutanti possono essere utilizzati pesurare il pH in diversi compartimenti
cellulari (141, 142)sia mediante modulazione dell'intensita di fluoesa, sia mediante misure
dei rapporti tra picchi di emissiongafiometric measurementQuesti sensori, fusi a proteine di
membrana, sono stati utilizzati per monitorared@®si ed il riciclo delle vescicole per la
secrezione dei neurotrasmettitori simpatici: quéSstgnapto-pHIluorins” riportano infatti la
secrezione dei neurotrasmettitori rispondendolallisca variazione di pH quando l'interno della
vescicola (a pH circa 5) viene esposto all'estetelta cellula (pH circa 7) in seguito alla fusione
con la membrana plasmatica (142).

Infine, nel caso di alcune varianti della YFP, proptra quelle utili nella misura del pH
citoplasmatico o della matrice mitocondriale (148sia con una pipiuttosto elevataréngetra
7-8), sono stati individuati e sviluppati mutaratidui fluorescenza risponde alla concentrazione

di alogeni ed altri anioni.
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1.6.5.LA YFP COME SENSORE DI ANIONI

Le YFP (Yellow Fluorescent Proteins) sono statevdéz dalle GFP nel 1996 sostituendo la Thr
203 con aminoacidi aromatici come la Tyr. Questaiddia di proteine fluorescenti e stata creata
proprio dopo che la struttura cristallografica dgBFP aveva rivelato la vicinanza della Thr 203
al cromoforo (100). La mutazione di questo residudl'yr consente di stabilizzare lo stato
eccitato del cromoforo grazie ad un’interazigngt tra gli anelli aromatici, aumentandone cosi
la polarizzabilita e causando nello spettro di teetdbne ed in quello di emissione uno
spostamento di 20 nm verso lunghezze d’onda pigherfed shif) (144).

Le prime due generazioni di YFP sono esemplificke mutanti S65G/S72A/T203Y (115) e
S65G/V68L/IS7T2A/T203Y (100), dove la Thr 203 € rewabile deked shiftmentre le altre tre
mutazioni determinano un miglioramento nell'inteasili fluorescenza della YFP espressa in
cellule eucariotiche (103). Si tratta di esempimiitanti ottenuti tramite tecniche di ingegneria
proteica razionale; visto che la sostituzione T208%hiede ben tre variazioni a livello
nucleotidico questa variante difficilmente avrebpetuto essere isolata con protocolli di
mutagenesiandom(144).Tra le proteine fluorescenti ottenute Alaquorea victoriaquesta YFP

e quella con spettro di emissione maggiormentetafmsgerso il rosso e, come precedentemente
riportato, € stata spesso utilizzata come partredla dCFP (Cyan Fluorescent Protein) in
esperimenti basati sulla FRET (145, 146).

La sostituzione T203Y, oltre allo spostamento veaftsmwsso provoca, anche altre variazioni
strutturali, ossia variazioni nei legami idrogemnaterni e, per I'ingombro sterico, piccoli
spostamenti delle catene laterali vicine e Hatkbonestesso. Tali variazioni hanno fatto

emergere nuove proprieta quali la sensibilita aldHalla concentrazione di anioni (147, 148).
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Proprieta spettrali e strutturali della YFP

La YFP, come la GFP, presenta due massimi di assenito il cui rapporto relativo di intensita

e pH-dipendente. Il picco intorno a 392 nm é asdgoalla forma neutra del cormoforo, mentre il
picco a circa 514 nm nello spettro visibile & aggocalla forma anionica del cromoforo (149).
La YFP emette un’intensa fluorescenza quando weecégata nella banda di lunghezze d’'onda a
minor energia, con un massimo di emissione int@a™@8 nm. La fluorescenza emessa quando
I'eccitazione avviene alla lunghezza d’onda piutea@ invece estremamente debole, anche se
I'esperimento viene condotto ad un valore di pHiim domina la forma neutra del cromoforo
(144).

Nella GFP le forme ionizzata e non del cromoforesistono in umangedi pH da 6 a 10, poiché

si stabilisce un equilibrio interno in cui un progoviene condiviso tra il fenolato del cromoforo
ed il carbossilato del Glu 222 situato in prossinaell’eterociclo (150, 82, 167A valori di pH
fisiologici il Glu 222 risulta protonato, mentre Ineromoforo prevale la forma anionica (pK
5.9).

Anche la YFP presenta un pita 5.2-5.4 ed il Glu 222 é probabilmente proton@dt00, 151).
Tuttavia nella YFP, come in molte altre variaraistabilita di questo equilibrio protonico interno
risulta alterata e lo stato del cromoforo vieneeasere fortemente influenzato dall'intorno (147).
In particolare nella YFP la pKdel cromoforo mostra una forte dipendenza daltacentrazione

di alcuni anioni, come ad esempio il cloruro (13&)pK, aumenta infatti da 5.2 a 7 in presenza
di NaCl 140 mM (152). L'interazione con l'alogenypoovoca uncshift della pk,, quindi una
variazione dell’equilibrio tra la forma neutra enipzata del cromoforo e dunque della

fluorescenza (Figura VIII).
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Figura VIII: Scansione dell’assorbanza della YFP alvariare della concentrazione di Cloruro a pH costate
pari a 6.4.

La banda A corrisponde alla forma neutra del crammfAmax =392 nm), la banda B corrisponde alla forma
anionica del cromoforafnax =514 nm).(-o-) 0 mM CI ,( =7-) 50 mM CI, (a-) 50 mM ClI, (¥-) 200mM ClI, (-

A-) 400 mM Cl.

E’ proprio la sostituzione T203Y a rendere possibihterazione con un anione come il cloruro,
principalmente attraverso due meccanismi; la Tyd @n il proprio ingombro sterico favorisce
la formazione di una cavita che puo allargarsigmogliere un anione e stabilizza direttamente
la presenza dell’anione tramite un legame idrogeno.

| dati cristallografici mostrano che con la fornra® del legame idrogeno tra la Tyr 203 e
I'anione anche il cromoforo si sposta verso I'aei@di conseguenza il gruppo carbossilato del
Glu 222 ruota lontano dall’azoto dell’anello aroioatdel cromoforo. In questo modo si forma
un nuovo saldo legame idrogeno con la Ser 20%a sna variazione della gkFigura 1X).

Da un’analisi mutazionale della YFP risulta chedwaersione della Tyr 203 nella Thr 2@8d-
type provoca una notevole perdita nell’energia di legaoon I'anione. Questo decremento,

stimato in circa 2 Kcal/Mole, € compatibile comlé&rgia di un singolo legame idrogeno (153).
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Nella struttura cristallografica della GFP-S65G/\/&872A/T203Y/H148Q (indicata per brevita
anche come YFP-H148Q) legante uno ione ioduro laZDB forma chiaramente un legame

idrogeno con I'alogeno (153).
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Figura IX: Diagramma schematico degli aminoacidi in prossimita del cromoforo nella struttura
dell’'apoproteina (a) e nella proteina legata a unlageno (b).

In assenza della Tyr 203 si osserva una largaa;adiiacente alla posizione 65 ed al cromoforo,
riempita da diverse molecole di solvente (100, 101)

Di principio anche queste molecole di acqua poteblfornire il potenziale per un legame

idrogeno con un vicino anione, tuttavia nella GFRI-type non si osserva alcun legame con
anioni. E’ stato proposto che il dipolo fenolicolldeTyr 203 non sia il solo responsabile del
legame. Lostresssterico dovuto all'introduzione della catena laterpiuttosto ingombrante

della Tyr 203 potrebbe facilitare infatti I'espamse del B-barrel e le altre variazioni
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conformazionali dovute al legame con l'anione, cimilterebbero invece energeticamente
troppo costose nelle GRiAld-type (153).

Sito di legame per gli anioni

Una descrizione dettagliata del sito di legameade#iriante S65G/V68L/S72A/T203Y/H148Q

cristallizzata in presenza di ioduro viene ripartet Figura X(153).
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Figura X: Diagramma schematico di tutti gli aminoaddi a meno di 5 A dallo ioduro legato nella struttua
cristallografica della S65G/V68L/S72A/T203Y/H148Q.

La presenza dell'anione e stabilizzata da divamsgrazioni con gli aminoacidi che si affacciano
sulla cavita: particolarmente importanti sono léeiazioni di carica con I'Arg 96, i legami

idrogeno con la Tyr 203 e con I'azoto ammidico a&lin 69 (153), nonché linterazione con gli
anelli aromatici del cromoforo e della Tyr 203 @d&a parziale carica positiva portata dagli

idrogeni degli anelli aromatici) (154).
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La cavita ha una natura anfifilica con una zonaaidi gruppi polari e carichi (Tyr 203,
cromoforo, Arg 96, GIn 69, GIn 183), mentre il latpposto contiene residui idrofobici (lle 152,
Leu 201, Val 163, Val 150, Phe 165): questo pemnattinterazione favorevole con anioni
grandi e facilmente polarizzabili, come ad esendpimduro. In effetti nelle YFP si riscontrano
numerose somiglianze con i siti di legame per alagepresenti in altre proteine, ossia legami
idrogeno mediati da gruppi ammidici ed idrossjliciterazioni con gruppi di Arg, Lys o His
(presenti specialmente in siti di legame per itaeto) (155, 156), nonché interazioni di Van der

Waals con residui apolari (157).

Volume della cavita, flessibilita d8kbarrel e legame dell’anione

Il legame dell’anione non e una semplice funzioréwblume della cavitad. La piccola cavita
interna presso il cromoforo, che nelle varianti Yjp#d essere occupata da un anione, e stata
osservata anche in numerose strutture cristallmip@fli varianti della GFP che non contengono
anioni legati. In tali strutture la cavita vuotanngaria molto nelle dimensioni, né nella posizione.
Calcolando il volume di Van der Waals accessibdeuna sfera con un raggio di 1.2 A, la GFP
wild-typepresenta un volume di 22°A150), 10 Rla GFP S65T (100), 16%}a YFP e la YFP-
H148G (144).

Visto che solo nelle YFP si osserva il legame coiord (151), chiaramente la dimensione e la
posizione della cavita della apoproteina non eetata direttamente con la forza di legame. La
cavita nell'apoproteina e troppo piccola per ogpitani come C| Br’, o I che hanno raggi di
Van der Waals tra 24.8 e 54°Aln tutte le varianti YFP sono percid necessaridifiche

conformazionali, non consentite nelle GFP, per ammare uno qualsiasi di questi anioni.
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Le sostituzioni che influenzano la flessibilitaustarale delp-barrel in diverse YFP possono
quindi modificare l'affinita e la selettivita pefi gnioni (ordine relativo nella forza di legame).
La YFP-H148Q, ad esempio, presenta una cavitanaiodg ed estesa verso il cromoforo rispetto
alla YFP, grazie a piccoli spostamenti del cromoferdelle catene laterali degli aminoacidi che
formano la cavita. La maggiore dimensione dellaitaadi YFP-H148Q potrebbe in parte
giustificare la piu elevata affinita di questa aate per un anione particolarmente voluminoso

come lo ioduro (153).

Legame con I'anione e stato di protonazione dahoforo

La forte dipendenza della gklel cromoforo (e quindi della fluorescenza) dajalme ad un
anione puo essere descritta tramite un equilibcemppiato che consideri le interazioni tra due
diversi ligandi: I'anione, che si lega presso Feastita imidazolinonica del cromoforo adiacente
all’Arg 96, ed il protone, che si lega all'estreanfenolica dello stesso.

L’analisi cristallografica della YFP-H148Q indica presenza di un singolo sito di legame
rilevante per I'anione (153), mentre un coefficeedt Hill prossimo all’'unita nella titolazione del
pH in presenza o assenza di cloruro fornisce levzd di un singolo evento di protonazione
(148). La costante di legame dell’anione viene duinfluenzata dal livello di protonazione e
viceversa: il legame €& cioé cooperativo, dal momettie il legame dell'anione facilita la
protonazione del cromoforo aumentandone la pK

La correlazione tra il legame dell’anione e la praizione del cromoforo pud essere anche
spiegata con considerazioni elettrostatiche: I'a@isi trova a 4.3 A dall'ossigeno carbonilico

dell’eterociclo del cromoforo e poiché una strudtdr risonanza del cromoforo in forma anionica
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pone la carica negativa sull’ossigeno carbonilicell'ichidazolinone (Figura XI) si ha
un’interazione di carica sfavorevole e quindi vigmemossa la protonazione del cromoforo.
La forma anionica del cromoforo viene cosi desiafita e la pK si sposta verso valori

maggiori.

Questo effetto osservato nella YFP é analogo alajeelusato dal cloruro in alcuni pigmenti

visivi dei coni (156), come per esempio nel pigmearisivo Gecko P521 (158).

Figura XI: Diagramma delle due principali struttur e di risonanza
del cromoforo in forma anionica.

Affinita e selettivita per i diversi anioni: ruotiell’enerqgia di deidratazione

In generale i piccoli anioni monovalenti tendonoireragire con la YFP con costanti di legame
dellordine del mM (2-100mM). Non pu0 essere idficdita per questa interazione una
preferenza nella forma dell'anione, dal momento chelecole lineari triatomiche (es.

tiocianato), molecole planari quadrate (es. peatt)r molecole trigonali (es nitrito) e sferiche

(es. alogeni) possono comunque modulare lg ¢d cromoforo (153). Dal momento che le
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costanti di legame cadono nello stessogee sono ordinate secondo I'energia di idratazisne,
pud assumere che queste molecole condividano $sateito di legame. Gli anioni bivalenti,
come il fosfato ed il solfato, o gli anioni monosati piu grandi, come il gluconato, non
sembrano interagire con la YFP o alterarne lg (1%3).

La forza relativa di legame degli anioni per la YHP48Q (148) in rapporto alle loro energie di
idratazione indica che queste ultime danno un dant importante alla stabilita del legame: il
legame dell’anione nella cavita richiede infattstastituzione delle interazione ione-solvente con
interazioni ione-proteina. Nella seguente seriamioni le energie di idratazione sono ordinate da
deboli a forti: CQ< I'< NOs< SCN™ < Br < CI < F (159): il trend osservato per il legame
degli anioni alle varianti YFP segue grossolanamepuiesta serie.

I monoanioni poliatomici e lo ioduro hanno enerdiedratazione relativamente deboli, mentre
gli altri alogeni interagiscono con piu forza cdactjua. Nel caso degli alogeni I'energia di
idratazione diminuisce al crescere del volume atonai cido spiega perché gli alogeni piu grandi
si leghino piu facilmente all’ambiente idrofobicelfinterno della proteina.

Un altro fattore che contribuisce alla selettivigl legame anionico puo essere la configurazione
elettrostatica degli anioni poliatomici, dove laica negativa delocalizzata su diversi atomi puo
migliorare le interazioni tramite la coordinazicaéiversi gruppi della proteina.

Infine puo essere rilevante anche la dimensionkadi&ne, vista la posizione poco accessibile

della cavita di legame.

Le proprieta di specifiche varianti

Come gia detto, l'ordine di affinita delle variandFP per il legame con anioni monovalenti
correlato alla serie liotropica riscontrata speasohe in altre proteine leganti alogeni, come i

canali per il C1(159). Un anione con un’energia di deidrataziomeon®, come lo ioduro, risulta
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quindi favorito rispetto al cloruro (28%s 347 KJ/Mole). Tuttavia singole sostituzioni
aminoacidiche possono spostare significativaméeatnita della particolare variante YFP per
un alogeno in termini di valore assoluto, nonché&eéettivita relativa per un anione rispetto

all'altro (Tabella II).

Tabella II: Costanti di dissociazione per il legamelello ioduro e del cloruro alle proteine YFP ed ai

suoi revertanti.

Variant Substitutions K; (mM)* for C1~ K; (mM)* for I~ pK. "
YFP 565G/ VABL /ST2A/T203Y 4.69 (0.17) 246 (0.11) 54
Revertant 1 S65G/ST2A/T203Y 13.2 (0.34) 3.04 (0.11) 58
YFP-H1480) 565G/ VABL /ST2A/H148Q / T203Y 284 (5.1) 2.68 (0.11) 6.7
YFP-H148G 565G/ VABL /ST2A /H148G /T203Y 82.8 (18.3) 15.73 (2.6) 75
Revertant 2 565G/ VABL/ST2A 153 (26) 117 (16) 6.4

* A lower estimate of the standard deviation (as reported by Kaleidag,raph”“') is given in parenthesis.
® The chromophore pK, determined by absorbance in the absence of any interfering anions, such as chloride (buffered with either
Hepes or Pipes, 150 mM gluconate).

by

Allo stesso modo é possibile modificare la zp#ella variante. Diverse varianti descritte
presentano quindi le particolari caratteristichaffinita, selettivita e pKche ne consentono un
utilizzo come sonde adatte alla misura del pH dQieb dello I intracellulare.

Ad esempio nella variante YFP-H148G la sostituzide#His 148 con una Gly crea un’apertura
nel B-barrel e la formazione di un canale accessibileciente direttamente in contatto col
cromoforo. Inoltre il legame idrogeno diretto tidis 148 e I'estremita fenolica del cromoforo
viene rimosso: I'ossigeno fenolico forma un legdadregeno con una molecola di acqua legata,
a sua volta in contatto con le molecole di solvessterne. Questa sostituzione provoca un
sensibile aumento della pkrendendolo simile a quello del cromoforo nellatpina denaturata
(PKa = 7.5 in assenza di anioni interferenti e pari &dn presenza di Cl140 mM).
Contemporaneamente questa variante presenta uitaffer il cloruro non particolarmente

elevata (k = 82 mM) (144). Queste caratteristiche la rendadatta per misure di pH in
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organelli basici, come ad esempio nei mitocondeppsir in presenza di concentrazioni
fisiologiche di cloruro. Varianti con una plhferiore si sono invece dimostrate utili nellasoma
del pH citoplasmatico (147).

La variante YFP-H148Q, rispetto alla YFP-H148G sopfescritta, presenta una minore
accessibilita del solvente al cromoforo (153), pia inferiore ed una maggiore affinita per gli
alogeni. In particolare presenta una sensibilitatikamente alta al cloruro e ioduro a valori di
pH citoplasmatici (148). Cio € stato evidenziatantite studi biofisici e cellulari volti a
verificarne la possibilita di impiego per lo studiell'attivazione e del trasporto mediato dal
canale CFTR. La risposta della YFP-H148Q consernigeinm quantitative del trasporto di Cl
(148) e rappresenta un’alternativa ai marcatoraoig “quinolinium-type” sensibili al CI(160,
161). Dal momento che questa variante lega lo maon affinita 10 volte superiore, la YFP-
H148Q e stata impiegata come sonda per monitocarscambio cloruro-ioduro mediato dal
CFTR in cellule 3T3 coesprimenti il canale e ladai(148). Un saggio funzionale quantitativo
basato su questa variante & stato proposto pacrigeningin formato high-throughputdi
potenziali modulatori della permeabilita agli alopdel CFTR (162). Tramite Igcreeningdi
una libreria di mutanti ottenuti a partire dalle FH148Q, mediante sostituziomandom di
coppie di aminoacidi in prossimita del sito di legaper gli alogeni, sono state isolate delle
varianti con migliorate caratteristiche di sendibile selettivita verso gli alogeni (163). Ad
esempio la YFP-H148Q/V163S presenta un’insolitéeser selettivita (Ck NOs< |~ < Br ),
ossia una sensibilita al cloruro maggiore che mltturo, probabilmente a causa dell’ambiente
piu idrofilico presente nella cavita di legame @elione. Poiché presenta un Kd per il cloruro
inferiore al precursore YFP-H148Q, questa varignté essere considerata adatta come sonda

per la concentrazione di cloruro.
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Infine la variante YFP-H148Q/I152L mostra un’affini ed una selettivita per lo ioduro
estremamente elevata rispetto a quella per il cooduiaumento di affinita per lo ioduro ottenuto
nella 1152L e probabilmente causato da un effetéoic®, dove una piccola variazione nella
dimensione della tasca di legame consente di acdara@iu facilmente un anione ingombrante
come lo ioduro (163). Le due varianti YFP-H148Q @&4BQ/1152L sono state entrambe
impiegate per misurare lo scambiéCl" tramite il canale CFTR (162, 163, 148), ma l'alta
affinita della seconda per lo ioduro ed una seii#dti40 volte maggiore per lo ioduro rispetto al
cloruro (K =19 mM e kg =85 mM a pH 7.4) la rendono interessante conmsse del

trasporto di ioduro mediato dal NIS in cellule titee pur in presenza di contrazioni fisiologiche

di cloruro (164).
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Per la messa a punto del saggio si sono ottenut@repolate opportune linee cellulari che
coesprimessero in coltura i trasportatori per tui@ endogeni o ricombinanti insieme al sensore
fluorescente derivato dalla YFP (Yellow Fluoredderotein).

Come principale modello sperimentale sono statkestecellule FRTL-5 (Fischer Rat Thyroid
cells). Le cellule FRTL-5 presentano espressiondogena sia del NIS (Sodium lodide
Symporter) che della Pendrina ed inoltre sono sstiensivamente utilizzate per caratterizzare le
cinetiche diuptakedi ioduro mediante traccianti radioattivivoltage clamg168, 169, 170, 27).
Per la validazione del nuovo metodo sono stati W@8egumerositest funzionali al fine
identificare il trasporto di ioduro non radioattivoediato da NIS in cellule FRTL-5 rese
fluorescenti con YFP-H148Q/I152L. | criteri funzalihsaggiati comprendontestdi risposta a
concentrazioni di ioduro extracellulare mehgedel micromolare (con costruzione di una curva
di dose-risposta allo ioduro e determinazione d€la I'inibizione specifica del NIS mediante
perclorato, la dipendenza del trasporto dal gradiein Nd, la dipendenza dell’espressione del
NIS dall’'ormone TSH. Sono state eseguite valutaaiooa la riproducibilita detestsu singole
cellule o su cloni. Il metodo e stato ulteriormentdidato in cellule COS-7 (African Green
Monkey Kidney Fibroblast Cells) cotrasfettate coRP¥/-NIS per confermare la specificita

delle variazioni di fluorescenza indotte dal traspali ioduro tramite il NIS.

In estratti ottenuti dd&. coli la YFP-H148Q/1152L e sensibile al pH ed alla coritione
alogenuri. Quindi per quantificareuptakedi ioduro nelle cellule in cui & presente il Nisia
per esprimere le variazioni di fluorescenza osdenia seguito all'esposizione a ioduro
extracellulare in termini di concentrazione intdadare di ioduro, € necessario analizzare i
parametri che possono influenzare le misure dptide di iodurocon YFP-H148Q/1152L. La

sensibilita della fluorescenza della YFP-H148Q/11%2 pH ed allo ioduro & stata misurate
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vitro (in lisati di tireociti che esprimono YFP-H148@BPL) per confrontarla con le misure
effettuate in estratti ottenuti da coli (163), quindi & stata misurata“vivo” (ossia in tireociti
integri opportunamente e selettivamente permeahitilz per tenere conto anche della presenza
del cloruro, della particolare matrice (citoplasoglulare) e del sistema di espressione (cellule
di mammifero).

Sono state quindi costruite le curve di calibragidella fluorescenza della YFP-H148Q/1152L al
variare del pH e alternativamente del clommtoacellulare; sono state infine realizzate leveur

di calibrazione della fluorescenza della YFP-H148gEL al variare della concentrazione di
ioduro intracellulare a diversi valori di pH epresenza di differenti concentrazioni di cloruro.
E’ stato stimato con metodi diversi il pH ed ibelro intracellulare (pH [CI]; ).

Tutti questi dati sono infatti necessari per esprarle variazioni di fluorescenza nelle cellule, in
seguito all’esposizione a ioduro, in termini di centrazione intracellulare dunque per
calcolare la reale capacita delle cellule analeadit concentrare e ritenere lo ioduro al loro
interno.

Le variazioni del pH e del cloruro intracellulariogsono alterare I'affinita della YFP-
H148Q/I152L per lo ioduro . La conoscenza degletifidel pH e del cloruro intracellulari sulla
risposta allo ioduro della YFP-H148Q/1152L rivesjaindi una particolare importanza per
escludere eventuali falsi positivi qualora si valat possibilita di convertire il saggio in un
formato high-throughputper loscreeningdi librerie combinatoriali di composti organici Gap

di modulare il trasporto di ioduro .

Il saggio a fluorescenza basato sulla sonda YFPBR1I452L é stato poi utilizzato per studiare
le proprieta di trasporto del NIS. In particolareaigultato possibile indagare un aspetto che

tramite altre tecnichepétch clamp radioisotopi) non risulta chiaramente risoltoleraspetto
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riguarda possibilita che le ghiandole tiroidea enmmaria trasportino e concentrino anche il
perclorato nei follicoli tiroidei e nel latte maner tramite il NIS.

Il perclorato risulta essere il piu potente inibdocompetitivo del NIS (K= 2 pM) e puo
interferire con la sintesi degli ormoni tiroideiducendo la biodisponibilita dello ioduro. I
perclorato, utilizzato in numerose applicazioniusttiali, € un contaminante diffuso nelle acque
potabili e nelle derrate alimentari. Le evidenzeaiil trasporto mediato dal NIS sono ad ora
contraddittorie ed indirette: in esperimentimtch clampnon si rileva passaggio di corrente
mediato da NIS in seguito a esposizione a perdofiatmodello corrente prevede che NIS
cotrasporti due ioni Naper ogni anione), mentre il latte materno oltte aduro pare contenere
anche questo anione. La variante YFP- H148Q/I15}iressa nei tireociti € stata testata per la
sensibilita alla presenza di perclorato. Si e gocato di utilizzare il saggio sviluppato anche per
la misura del trasporto di perclorato. Per apprdii@nle proprieta funzionali del NIS circa
l'interazione con questo agente antitiroideo, ssetati eseguiti numerosi esperimenti su cellule

tiroidee FRTL-5 e su cellule COS-7 trasfettate Sid8.
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3.1. COLTURE CELLULARI

Le cellule FRTL-5 (Fischer Rat Thyroid cells), demaa F. Curcio e S. Ambesi-Impiombato
dell’'Universita di Udine, sono state coltivate grreno Coon’s modified F12, addizionato di
siero di vitello al 5%, penicillina 100 U/ml, stitepicina 100ug/ml ed un mix di 6 ormoni (6H)
contenete insulina fig/ml, idrocortisone 3.6 ng/ml, apotranseferrinagdml, glicina-L-istidina-
L-lisina acetato 10 ng/ml, somatostatina 10 ng/M&él 1 mU/ml.

Le cellule sono state cresciute a 37°C in atmosdefi® CQ. | passaggi delle cellule FRTL-5
sono stati effettuati nella soluzione “CTC”, corgancollagenasi 20 U/ml, tripsina 0.75 mg/ml e
siero di pollo al 2% dializzato in HBSS (Hanks' fared salt solution) priva di Cae di Mg™.

Le cellule COS-7, donate da S. Ferroni dell’Uniitérdi Bologna, sono state cresciute in terreno
DMEM con l'aggiunta di siero fetale bovino al 10¢enicillina 100 U/ml e streptomicina 100
pg/ml. | passaggi delle cellule COS-7 sono statetéffati in una soluzione contente 0.05% di

tripsina-EDTA.

3.2. TRASFEZIONE

Il vettore pcDNAS3.1, contente la sequenza codifieasi YFP-H148Q/1152L (pcDNA3.1-YFP-
H148Q/1152L), é stato donato da A. Verkman (Uniitgref California) ed il vettore pcDNA
contente le sequenza codificaritdi-length di hNIS, & stato donato da S. Jhiang (Ohio State
University).

La sequenza di hNIS é stata subclonata nel vefioBNA3.1/Zeo in corrispondenza dei siti

Kpnl/Xbd e si &€ generato il costrutto pcDNA3.1/Zeo-hNIS.
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Le cellule FRTL-5, cresciute in piastre da 24 ptizzeono state trasfettate con pcDNA3.1-YFP-
H148Q/1152L 0.8ug/pozzetto utilizzando Lipofectamina 2000 (Inviteod nel rapporto di 4l

di liposoma a lug di DNA. | cloni delle cellule FRTL-5 che esprinmmnn modo stabile la
proteina fluorescente sono stati selezionati pritreanite crescita in terreno contenete
'antibiotico G418 500pg/ml per due settimane, poi con diluizioni limiteslle cellule
sopravvissute.

Le cellule COS-7 sono state invece cotrasfettate EeDNA3.1-YFP-H148Q/I152L e
pcDNAS3.1/Zeo-hNIS o alternativamente col vettor®NA3.1/Zeo vuoto.

Per la trasfezione transiente le cellule COS-7 state cresciute in piastre a 6 pozzetti, contenti
vetrini coprioggetto rotondi da 25 mm.

La doppia trasfezione transiente e stata condottadc5 mg di ciascun plasmide (1mg/pozzetto
totale) e Fugene (Stratagene) in rapportpl 3 1 pg. Le misure di fluorescenza sono state

effettuate 48-72 h dopo la trasfezione transiente.

3.3. MISURE DI FLUORESCENZA NELLE CELLULE CHE ESPRIMONO YFP-H148Q/I152L

L’intensita di fluorescenza e stata monitorata @ogmente con un microscopio invertito Zeiss
Axiovert 200, dotato di una lampada ad arco alloax¥BO da 75W ed usetdi filtri XF104-2
YFP per l'eccitazione a 500 +/- 12.5 nm e I'emisgica 545 +/- 17.5 nm (Omega Optical,
USA/Crisel Instruments, Italy). La fluorescenza leletellule YFP-H148Q/I152L e stata
osservata con un obiettivo 40x adatto allimmersiam olio. Le immagini sono state acquisite
ogni 10 s, per intervalli di tempo di 100 ms ciaszuPer acquisire le immagini € stata utilizzata
una camera Coolsnap HQ CCD (Roper Scientific) eppecessarle é stato impiegato il software

Metafluor (Universal Imaging, USA/Crisel Instrumehaly).
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Le cellule sono state cresciute su vetrini copragggrotondi da 25 mm di diametro montati in
una camera pemaginga controllo termostatico (Water Instruments) maata e 36.5°C-37°C.
Le cellule sono state costantemente perfuse comdrbin di PBS (phosphate-buffered saline)
composto da NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, CaOl7 mM, MgC} 1.1 mM, KHPO, 1.5 mM,
NaHPQO, 8.1 mM e glucosio 10 mM (pH 7.4).

Le cellule sono state esposte a concentrazionidirlabili da 1uM a 100 mM, sostituendo le
relative quantita di NaCl con quantita equimolanNdl (mantenendo sempre una concentrazione
di totale di NaCl e Nal pari a 137 mM). Anche irflue esposte a ClPle relative quantita di
NacCl sono state sostituite con quantita equimalalaClQ;.

L'effetto del buffer senza cloruro sulla fluorescenza della YFP-H14882L € stato valutato
sostituendo tutti i sali di Cpresenti nel PBS con sali di gluconato.

Per analizzare I'effetto del Naxtracellulare sui cambiamenti di fluorescenzaitidia I, da CI

e da CIQ, gli esperimenti sono stati condotti in HBS (saltamponata con HEPES, composta
da NaCl 145 mM, KCI 5 mM, Cagl0.7 mM, MgC} 1.1 mM, HEPES 10 mM e glucosio 10
mM, pH 7.4). Sono state preparate soluzioni HBSamnNa 5-10 mM, sostituendo I’'NaCl con
guantita equimolari di colina cloruro.

L’effetto del pH sulla fluorescenza di YFP-H148@Z2L in cellule FRTL-5 e stato determinato
esponendo le cellule ad una soluzione ad alta otraaone di K (HEPES 10 mM, KCI 130

mM, CaC} 0.7 mM) con pH tra 6.5 e 7.5, in presenza di noges 7 uM e valinomicina SuM.
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3.4. ANALISI DELLA FLUORESCENZA CELLULARE

Generalmente le misure dell'intensita di fluoreszerdella YFP-H148Q/1152L sono state
effettuate su gruppi di 20-100 cellule FRTL-5 &él5 cellule COS-7. Queste misure esprimono
quindi l'intensitd media di tutte le cellule flu@meenti presenti nella regione di interesse
selezionata.

La variabilita da cellula a cellula é stata stimsgéezionando 50 cellule singole, all’interno di un
un gruppo rappresentativo di cellule.

La misura della fluorescenza lofickground valutata su un’area del vetrino senza cellultaéa
sottratta dalla fluorescenza cellulare ed e infered 10% della fluorescenza totale (fluorescenza
media debackground.7+/-0.5%, n = 45).

L’autofluorescenza delle cellule non trasfettate dFP-H148Q/I1152L € risultata trascurabile
rispetto a quella dello vetrino stesso. Il foto-a#imento della fluorescenza intracellulare della
YFP-H148Q/1152L causato dalla luce di eccitazioresgug un andamento esponenziale.
L’esposizione alla luce di eccitazione provoca @erdmento della fluorescenza intracellulare
della YFP-H148Q/I152L. In particolare, con periailiesposizione di 100 ms ogni 10 s, € stato
osservato un decadimento esponenziale a singotad@léa fluorescenza con una costante di
decadimento media pari a 0.0033 +/- 0.0003r(im = 45). Per correggere questo effetto, i
valori dell'intensita di fluorescenza a riposa)(kh assenza di perturbazioni (per es.QlOy)
sono stati sottoposti a regressione non lineareucancurva di decadimento esponenziale a una
fase in modo da ottenere la curva teoricaydddt ogni istante temporale.

| valori dell'intensita di fluorescenza (F) durantesposizione a’l(o CIO,) sono quindi stati
normalizzati rispetto adoFper ottenere una misura di fluorescenza relatRF) fper ogni istante

temporale (RRJ = F@)/ Fo(t)). Le variazioni di fluorescenza indotte déol CIO,) sono espresse
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in termini di velocita massima di decremento déllmrescenzaARF/At) e decremento della
fluorescenza in prossimita dell’equilibrio miswatopo 5 min dall’esposizione a(b CIOy)
(ARFsmin). Entrambi sono valori negativi riflettono una dnumzione della fluorescenza, ma sono
stati riportati nei grafici in valore assoluthRF/At & stata stimata come la pendenza iniziale
(massima pendenza) della curva che rappresentdgléom® regressione non lineare (tra una
curva di decadimento esponenziale ad una fase&d duoe fasi) delle variazioni di fluorescenza
relativa (RF) indotte da” lo CIO,. La dipendenza dalla concentrazione delle vanmazd
fluorescenza indotte da sono state analizzate con una regressione noardinatilizzando

un’equazione di Hill bifasica:

Y = Ymin + (aH(Ymax T Ymin)/(l + (KH/[Ii])nH))
+ (1 T 0LH)(YmaX o Ymin)/(l + (KL/[I—])HL)

doveY é la risposta in termini diRF/At;
Y min € Ymax SONO rispettivamente la massima e la minima rispos
Ky eKL  sono le costanti di affinita per le componenti Bd @ bassa affinita
della risposta (defncome le concentrazioni didxtracellulare
capaci di produrre anéélla risposta massima);
nH enL sono i coefficienti di Hill per le componenti adeaé bassa affinita
della risposta,;
ay e la frazione della risposta meddztha componente ad alta affinita.
Similmente per il CI@Q é stata utilizzata un’equazione di Hill monofagjea = 1).

Le regressioni e le altre analisi sono state etegon Prism4 (GraphPad Software).
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3.5. SENSIBILITA DELLA YFP-H148Q/I1152L IN SOLUZIONE ALLO | ED AL pH

La sensibilita della YFP-H148Q/1152L allo ¢éd al pH e stata determinata in una soluzione
derivata da un lisato di tireociti. Le cellule FRBLche esprimono YFP-H148Q/1152L sono state
cresciute in fiasche da 150 €if10-20x16 celluleffiasca), quindi tripsinizzate e centrifteya
1500 rpm. Le cellule cosi raccolte sono statedisamite risospensione in 1Q0di HEPES 10
mM e due cicli di congelamento/scongelamento.

Il lisato e stato centrifugato a 12000 rpm ed éostaccolto il sovranatante. Le aliquote di
sovranatante da 1# ciascuna (gocce) contenenti la YFP-H148Q/1152hcsstate depositate su
un vetrino e le immagini fluorescenti sono statquagite con un obiettivo 10x (in modo che
comprendessero almeno il 90% della superficie dgltze).

La sensibilita al pH della fluorescenza della YFP4BQ/1152L é stata determinata portando il
pH del sovranatante a diversi valori con I'aggiudidNaOH (concentrazione di Ndinale < 3
mM).

L’intensita di fluorescenza a ciascun valore dig@Mtata normalizzata con quella misurata a pH
7.0 e la pK (valore di pH a cui l'intensita di fluorescenzaari a %2 del valore massimo) € stata
ricavata tramite regressione non lineare con wraaide.

La sensibilita allo’le stata determinata aggiungendo 0-100 mM di Nguiantita equivalenti di
sodio gluconato al sovranatante, mantenendo laettrazione totale di Ngpari a 137 mM (Nall
piu sodio gluconato).

L'intensita di fluorescenza in presenza dt Istata normalizzata con quella rilevata in asseinz

I” ed assumendo che |0 ihteragisca con un singolo sito di legame, i dim@vati sono stai

inseriti nell’equazione:
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Y =1-a[l/(K+1])

dove Y e lafluorescenza relativa in presenza;di |
a € la massima diminuzione nella fluorescenlaiva prodotta da alte
concentrazioni dj |
K e la concentrazione diih grado di produrre meta della diminuzione

massima della fluorescenza.

3.6. MISURE DI pH; CON BCECF: pH; A RIPOSO, EFFETTO DEL BUFFER PRIVO DI ClI", EFFETTO DI

I"E CIO4 1 mM suL pH;

Nelle cellule FRTL-5 il pHe stato misurato con il microscopio a fluorescenzan BCECF. Le
cellule che non esprimevano YFP-H148Q/1152L sombesincubate con 1AM del precursore
BCECF-AM addizionato al terreno di coltura per 4lnSuccessivamente le cellule sono state
lavate e mantenute nel terreno di coltura per a@rimin, in modo da permettere I'idrolisi della
BCECF-AM. La fluorescenza e stata monitorata corstessoset di filtri usati per la YFP
(eccitazione 500 +/- 12.5 nm; emissione 545 +/5 him). Le cellule sono state osservate con un
obiettivo 20x e le immagini sono state acquisitegeriodo di 200 ms ogni 10 s. | cambiamenti
nella fluorescenza sono stati valutati in relaziatla fluorescenza a riposo che, in assenza di
specifiche manipolazioni, resta stabile per alm@donin.

Per le_misure di pHh riposg le cellule sono state perfuse con PBS e la feameza misurata e

stata confrontata con quella della curva di cafsilmmee del pH ottenuta esponendo le cellule ad
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una soluzione ad alta concentrazione Hi(KEPES 10 mM, KCI 130 mM, Cag£0.7 mM, pH
6.5-8.0) contenete nigericinguM e valinomicina SuM.

L’effetto del buffer senza cloruro sul pHh riposo é stato valutato sostituendo tutti i daiCl

presenti nel PBS con sali di gluconato e misurdiati@tto della sostituzione sulla fluorescenza
del BCECF.

L'effetto dello I sul pH e stato determinato sostituendo parte del NaCIR&$ con una

guantita equimolare di Nal e misurando I'effettdiasfluorescenza del BCECF.

L’effetto del ClO,_sul pH é stato determinato sostituendo parte del NaCIPB$ con una

guantita equimolare di NGO, e misurando I'effetto sulla fluorescenza del BCECF

La sensibilita al pH del BCECF in tireociti integselettivamente permeabilizzati e stata

determinata esponendo le cellule a soluzioni cencaincentrazioni di K(HEPES 10 mM, KCL
130 mM, CaCl 0.7 uM) a pH6.5-8.0 in presenza degli ionofori nigericiifguM e valinomicina
5 uM che consentono il rapido equilibrio tra ioni E K" intra ed extra cellulari.

La pK, € stata determinata utilizzando I'equazione:

dove F e la fluorescenza normalizzata;
Fnin € Fmax SONO rispettivamente il minimo e il massimo valdré;
nH é il coefficiente di Hill.
La fluorescenza ad ogni valore di pH é stata ndnratia rispetto alla fluorescenza del BCECF a

pH 7.0.
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3.7. CALIBRAZIONI INTRACELLULARI DELLA FLUORESCENZA DI YFP-H148Q/I152L

Le calibrazioni intracellulari della YFP-H148Q/I152n cellule FRTL-5 sono state effettuate
permeabilizzando selettivamente le cellule. Gliofmni impiegati consentono infatti il controllo
selettivo della concentrazione intracellulare déafici ioni. Sono stati utilizzati: la nigericina
(ionoforo per K/ H), la valinomicina (ionoforo per ¥ ed il tributilstagno (TBT, ionoforo per
alogenuri/OHCIOy). La nigericina, che & necessaria per equilibreggH intracellulare con
quello esterno, permeabilizza le cellule anche™aldgindi, per evitare movimenti netti di questo
ione, & necessario utilizzare boffer ad alta concentrazione di'KLa valinomicina facilita il
raggiungimento dell’equilibrio tra Kesterno ed interno.

La dipendenza dal pH della fluorescenza della YRR8Q/I1152L e stata determinata esponendo
le cellule ad una soluzione ad alta concentrazibri€” (HEPES 10 mM, KCI 130 mM, Cagl
0.7 mM) a pH 5.5-8.5 in presenza di nigericingu{B) e valinomicina (54M). La fluorescenza
ad ogni valore di pH e stata normalizzata rispetta fluorescenza a pH 7.0. La pK stata

determinata utilizzando I’equazione:
F = F F (E F 1 4 ]O‘lH Ka - pH
In ( max” min)/( (p P )

doveF e la fluorescenza normalizzata;
Fnin € Fmax SONo rispettivamente il minimo e il massimo valdré&;

nH e il coefficiente di Hill.

La sensibilita della fluorescenza della YFP-H148Q2L agli alogenuri ed al ClOé stata

determinata esponendo le cellule ad una soluzidrata concentrazione di'KHEPES 10 mM,
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potassio gluconato 130 mM, calcio gluconato 0.7 naM)H 5.5-8.5 in presenza di nigericina 5
MM, valinomicina 5uM e tributilstagno 1QM.

Ogni specifica concentrazione di"@ra 5 e 130 mM) € stata ottenuta tramite laits@sbne
isotonica di potassio gluconato con potassio coaguimolare, mantenendo la concentrazione
totale di K a 130 mM (potassio gluconato piti potassio cloruBmncentrazioni pit alte di Cl
sono state raggiunte in condizioni ipertoniche.

Ogni specifica concentrazione di(fra 1 e 130 mM ) é stata ottenuta tramite Idits@sone
isotonica di potassio gluconato con potassio iodquimolare, mantenendo la concentrazione
totale di K" a 130 mM.

Ogni specifica concentrazione di Gl@tra 1 e 130 mM ) e stata ottenuta tramite ldits@sone
isotonica  di potassio gluconato con potassio peath equimolare, mantenendo la
concentrazione totale di'Kl30 mM. La fluorescenza al variare della conceirae di Cl, I,
ClO,4 e stata normalizzata rispetto alla fluorescenzsgenza del particolare anione in analisi.
L'effetto del pH sulle curve di sensibilita agliogenuri della fluorescenza della YFP-
H148Q/1152L é stato determinato modificando il p#lla soluzione ad elevata concentrazione di
K*, fino ad ottenere i valori desiderati di pH r@hgefisiologico intracellulare (pH 6.8-7.4).

Le curve di calibrazione per lo ioduro a pH 7.0 ghresenza di concentrazioni costanti di @l
15, 50 mM) e la curva di calibrazione del GICa pH 7.0 e con cloruro costante 15 mM) sono
state ottenute sostituendo parte del potassio gatoocon un’opportuna quantita equimolare di
KCI.

Le costanti di affinita (i) della YFP-H148Q/I1152L per gli alogenuri e pepdrclorato (k; per

il cloruro, K, per lo ioduro, ko4 per il perclorato,) sono state determinate, aseadmehe gli

anioni interagiscano con un singolo sito di legatraenite I'equazione:
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F =nfax- (Fmax~ Fin)/ (1 + 107 1°9%109%0)

dove F e lafluorescenza normalizzata che viene vaterad una data concentrazione di
anione [X
Fnin € il valore diF a concentrazioni saturanti di X
Fnax € il valore diF in assenza di [Xed é paria 1,

nH é il coefficiente di Hill.

L’esposizione al sistema di perfusione al tribtaidgio (TBT) ha causato una contaminazione
significativa che non é stato possibile rimuovetgagerso lavaggi in b0 ed ha pertanto
determinato I'accumulo di un residuo di TBT da wperimento all’altro. Per gli esperimenti di
calibrazione degli alogenuri si € assunto che iTT8sse presente in tutti gli esperimenti, anche
nelle fasi iniziali diset-upin cui le cellule sono state mantenute in PBS.cbhataminazione
residua da TBT ha determinato un abbassamento filel@scenza in PBS, presumibilmente in
seguito alllaumento della permeabilita della memhraellulare al cloruro. Dopo aver eseguito

tutti gli esperimenti con il TBT, il sistema di ffesione e stato lavato accuratamente con etanolo

(il solvente del TBT) e tutti i componenti rimpia#zli sono stati sostituiti.
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CAPITOLO IV

RISULTATI



4.1. SVILUPPO DEL SAGGIO A FLUORESCENZA: IDENTIFICAZIONE DEL TRASPORTO

DI I " MEDIATO DAL NIS

Questa prima sezione tratta lo sviluppo del saggltulare a fluorescenza per il trasporto di |
Gli obiettivi degli esperimenti descritti in quegtama parte sono i seguenti:
» Verificare la possibilita di utilizzare la variant¢ FP-H148Q/1152L sensibile alla
concentrazione di tome biosensore per il trasporto dnlcellule tiroidee;
» Verificare la possibilita di effettuare misure dagporto riproducibili ed in tempo reale in
gruppi di cellule o in cellule singole;
* Validare il metodo medianttest funzionali specifici per identificare il trasporti I
mediato dal NIS (Sodium-lodide Symporter), ossistieore una curva dose-risposta allo
I” e determinarne la K verificare linibizione specifica del trasportoorc CIQy,
verificare la dipendenza del trasporto dal gradiefitNa e dall’azione dell'ormone TSH
(Thyroid-Stimulating Hormone);
» Verificare il metodo in un modello cellulare nomotdeo, ovvero in cellule COS-7 che
esprimono YFP-H148Q/I152L trasfettate 0 meno co§;NI
» Escludere eventuali effetti indiretti dello éxtracellulare sulla fluorescenza cellulare
mediati da alterazioni del pH (a conferma dell’mi®@one diretta tra la sonda YFP-

H148Q/1152L e loTnel citoplasma).
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4.1.1. EFFETTO DELL'ESPOSIZIONE A | SULLA FLUORESCENZA DELLE CELLULE FRTL-5

Un clone di cellule FRTL-5 (Fischer Rat Thyroidlsgkelezionato per I'espressione stabile della
proteina fluorescente YFP-H148Q/1152L é stato esgpsstto perfusione ad una concentrazione
di I" extracellulare pari a 100M (Figure 1, 3). Lo Tha provocato un rapido decremento della
fluorescenza cellulare a partire da 10 secondiedaibsizione. La fluorescenza ha raggiunto un
livello prossimo all’equilibrio in 5-10 minuti.

Il decremento della fluorescenza € risultato rebdes con un recupero completo della
fluorescenza iniziale entro 10 minuti dalla rimomodello 1 extracellulare.

Le variazioni di fluorescenza indotte dasbno risultate riproducibili all'interno di unoesso
esperimento: tre applicazioni consecutive dhidnno provocato risposte simili (Figura 2).
L’aggiunta di I direttamente alla YFP-H148Q/1152L in soluzionddntta da un lisato di cellule
FRTL-5) ha soppresso la fluorescenza con un castapt<ls, suggerendo che la velocita di
diminuzione della fluorescenza nelle cellule irgatbn e limitata dalla velocita di legame di |
alla YFP-H148Q/1152L (non mostrato in figura).

La variabilita tra cellula e cellula nelle rigte indotte di 1 (100 uM) é stata stimata
misurando le variazioni di fluorescenza in 50 delkingole selezionate a caso all'interno di una
popolazione clonale di cellule FRTL-5 (Figura 3AJ)3D
La risposta indotta da Inelle singole cellule risulta essere variabilecdiula a cellula sia in
termini di massima velocita di decremento dellaofbscenza ARF/At) che di decremento
raggiunto dopo 5 minuti di esposizione dARFsmin), 0ssia in prossimita delkteady-state
Nessuno dei due parametri risulta correlato cartdiisita iniziale (a riposo) della fluorescenza

delle singole cellule (Figura 3E), suggerendo ehedriabilitd da cellula a cellula nella risposta
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indotta dallo 1é indipendente dalle differenze nel livello di esgsione della YFP-H148Q/1152L
in cellule diverse.

Al contrario e stata osservata una correlazioneifiigtiva tra laARF/At e laARFsmin (p < 0.001,
R?= 0.59) (Figura 3F), suggerendo che le differenaeeéllula e cellula nella velocita di influsso

di I' e nella concentrazione intracellulare draggiunta si muovono in parallelo.

Ausuajul 8ouadsalony Buisealosp

Figura 1: Fluorescenza delle cellule FRTL-5 che esmono YFP-H148Q/I152L esposte a’lextracellulare.

Le immagini mostrano le cellule mantenute in PBSe(B); in presenza di extracellulare 10QiM dopo 4 minuti
(C), e dopo il recupero della fluorescenza in RE®® 12 minuti (D). Nel pannello A, la fluorescerdellaYFP-
H148Q/I152L é monocromatica (verde), nei pannellCB D l'intensita di fluorescenza e stata rapprega in
pseudocolori, dove il bianco corrisponde alla nraassintensita di fluorescenza e il nero alla minintansita.
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Figura 2: Riproducibilita delle variazioni indotte dallo I” nella fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in celld
FRTL- 5.

Un gruppo di cellule & stato esposto @jitracellulare 3uM e l'intensita di fluorescenza & stata monitorata.
linea continua mostra un tracciato rappresentatiwm gruppo di cellule sottoposto a tre applicazi@pnsecutive di

I” (A). La fluorescenza e stata calcolata relativameahsuo valore iniziale a riposo (relative fluassce).

Per la prima, la seconda e la terza risposta catisadndotte dall’esposizione adono state calcolate la velocita
massima di variazione della fluorescenARK/At) (B) ed il decremento di fluorescenza vicino ateady-state
(ARFsmin) (C). Le barre rappresentano la media +/- erstaedardin n = 3 esperimenti indipendenti. Le differenze
tra le risposte consecutive non sono risultateifsigtive.
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Figura 3: Quantificazione dei cambiamenti indotti dallo I” nella fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in
cellule FRTL-5.

Le cellule sono state esposte” @xttracellulare 10uM e l'intensita di fluorescenza € stata monitorafanterno
delle regioni di interesse selezionate. Le reggmbézionate comprendono o I'intero gruppo di cellid e C) o 50
cellule singole all'interno del gruppo (B e D). flaorescenza é stata calcolata relativamente alvalare iniziale

(Relative Fluorescence).
Nel pannello D, la linea continua rappresentadpasta media delle 50 cellule con le barre di erverticali (Errore

Standard, le linee tratteggiate rappresentano invece Uagpande e la pil piccola risposta delle singolriieea I.
L'intensita della fluorescenza a riposo (restingpfescence) delle singole cellule non € risultawaetata con la

velocita massima di variazione della fluorescer¥@FJAt) o con il decremento di fluorescenza vicino alteady-
state (ARFsmn) indotti dallo I (pannello E). Al contrario, € risultata significat la correlazione tréARF/At e
ARFsmin (pannello F). In E ed in F, i simboli rappresetémrisposte delle singole cellule e la linea ragpnta una
retta di regressione di Deming. (au) = unita diurasarbitraria.
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4.1.2. CRITERI PER L' IDENTIFICAZIONE DELL'ATTIVITA DEL NISIN CELLULE FRTL-5

Dipendenza dalla concentrazionedi |

Lo I' ha provocato una diminuzione consistente dellarfiscenza in cellule FRTL-5 a
concentrazioni extracellulari comprese trailld e 100 mM; alla concentrazione di M ha
provocato una risposta in 4 esperimenti su 7 (Rigl&). La velocita massima di decremento
della fluorescenza ha mostrato una dipendenzaidafdslla concentrazione dj ton costanti ad

alta e a bassa affinita rispettivamente du85 e >1mM rispettivamente (Figura 4B).

Sensibilita al Cl@, inibitore competitivo del NIS

Il CIO4 ha inibito le variazioni di fluorescenza della YAR48Q/1152L indotte da’ lin cellule
FRTL-5 (Figura 5). Il pre-trattamento delle cellulmn CIQ" per 5 minuti ha provocato
un’inibizione del 97% e del 91% della velocita massdi decremento della fluorescenza indotta
da T rispettivamente 3GM e 1mM. Inoltre, I'aggiunta di CI©Q alle cellule 5 minuti dopo
l'inizio dell’esposizione alloTha provocato la reversione della risposta indd#i#o I', con un
ripristino dei livelli basali (a riposo) della fluescenza.

Il ClO4 stesso ha provocato un piccolo decremento revkysiella fluorescenza a riposo, con

una riduzione del 2-5% alla concentrazione dub0 e del 5-10% alla concentrazione di 1 mM.

Dipendenza dal N&xtracellulare

| cambiamenti indotti da sulla fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in calHRTL-5 sono
risultati dipendenti dalla presenza di Nextracellulare. Una riduzione della concentrazidne

Na' nel mezzo extracellulare da 145 mM a 10 mM (Fighirdna causato una inibizione della
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velocita massima di diminuzione della fluoresceimotta da 130 UM e 1 mM rispettivamente

del 95% e del 85%.

Reqolazione del TSH

Le cellule FRTL-5 vengono generalmente cresciuteimedium contenente 1mU/ml di TSH.
Per esaminare l'effetto della rimozione del TSH,c#dlule sono state prima seminate in un
medium contenente TSH, dove hanno potuto aderireigdre a replicarsi per 2-4 giorni, quindi
sono state divise in due colture parallele mantspet altri 7 giorni in un medium contenente
TSH oppure nel medium privo dell’ormone.

La crescita nel medium privo di TSH ha causato nibizione della velocita massima di
diminuzione della fluorescenza indotta dal®0 uM e 10 mM rispettivamente del 97% e del

90% (Figura 7).
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Figura 4: Relazione tra la concentrazione dil e le variazioni di fluorescenza della YFP-H148Q/I1A. in
cellule FRTL-5.

(A) Effetto di I 1uM-100mM sulla fluorescenza della YFP-H148Q/I152la Huorescenza e stata calcolata
relativamente al suo valore iniziale a riposo (RetaFluorescence).

(B) Dipendenza dalla concentrazione ddélle variazioni di fluorescenza indotte dalloekpresse in termini di
massima velocita di variazione della fluorescenZBRJ/At) . La linea continua rappresenta la regressioo® n

lineare con un’equazione di Hill bifasica. | simbelle barre rappresentano la media +/- I'ersiendarddi n = 7-
17 esperimenti distinti.
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Figura 5: Effetto del ClO4 sulle variazioni di fluorescenza della YFP-H148QA52L indotte dallo I' in cellule
FRTL-5.

(A) Effetto di T30uM e CIO;y 50uM (A) e di 'l mM e CIQ 1 mM (B) sull’emissione di fluorescenza delle
cellule FRTL-5. Entrambi i tracciati mostrano urrara risposta allo’Ida solo, una seconda risposta allddpo un
pretrattamento ed in presenza di ¢I€ una terza risposta alloda solo seguito dall’aggiunta di Gj@per invertire

le variazioni della fluorescenza indotte dallo LLa fluorescenza (Relative Fluorescence) e stataolata
relativamente al suo valore iniziale (a riposo)trdcciati sopra riportati sono rappresentativi aletlasse di
esperimenti eseguiti.

(C) Effetto del CIQ sulla velocita massima di variazione della fluomwa ARF/At) indotta dallol”. Le barre
rappresentano la media +/- I'erra@andarddi n = 5-6 esperimenti distinti.
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Figura 6: Effetto di una ridotta concentrazione extacellulare di Na* sulle variazioni di fluorescenza della
YFP-H148Q/I152L indotte dallo I' in cellule FRTL-5.
(A) Effetto di una bassa concentrazione extracaituti N& (10 mM) sul decremento della fluorescenza indo#ta d
I"30uM (A) edallmM (B). Entrambi i tracciati mostrano, una primsposta allo 1da solo in una soluzione
tamponata con HEPES contenente una concentragiandarddi Na’ (145 mM), una seconda risposta allddpo
una riduzione del Naa 10 mM (rimpiazzato da una quantitad equimolareatina) e una terza risposta alloin
presenza di Nal45 mM. La fluorescenza (Relative Fluorescence)atascalcolata relativamente al suo valore
iniziale (a riposo). | tracciati sopra riportatinorappresentativi della classe di esperimentigieg

(C) Effetto di una bassa concentrazione extragekutli N& (10 mM) sulla velocita massima di variazione della
fluorescenzaARF/At) indotta dallol”. Le barre rappresentano la media +/- I'erstandarddi n = 5-6 esperimenti
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Figura 7: Effetto della rimozione del TSH sulle varazioni di fluorescenza della YFP-H148Q/I152L indde da

I” in cellule FRTL-5.

(A) | tracciati rappresentativi mostrano le var@ii dell'intensita di fluorescenza indotte dallo ih cellule
mantenute per 7 giorni in assenza di TSH (traccsafoeriore, - TSH) o in presenza di TSH 1 mU/madtiato
inferiore, +TSH). Le cellule sono state successieatm esposte a100 uM e 10 mM. | tracciati sopra riportati sono
rappresentativi della classe di esperimenti esedwatfluorescenza é stata calcolata relativamahtsuo valore a
riposo iniziale (Relative Fluorescence).

(B) Effetto del TSH sulla velocita massima di vaitae della fluorescenzaRF/At) indotta dal’100 uM e 10 mM.
Le barre rappresentano la media +/- I'errstandarddi n = 4-6 esperimenti distinti.
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4.1.3.EFFETTODELLO | “SULLA FLUORESCENZA DELLA YFP-H148Q/1152L IN CELLULE

COS-7 CHE ESPRIMONO hNIS

Le variazioni della fluorescenza indotte dallanl cellule COS-7 sono state esaminate dopo 48-
72 ore dalla cotrasfezione con il cDNA per la YFP48Q/I152L associato alternativamente o al
cDNA per hNIS (human NIS) o al vettore vuoto.

L’esposizione a’lextracellulare 10uM ha provocato un decremento della fluorescenzka del
YFP-H148Q/1152L nelle cellule transfettate col cDNw&r hNIS, mentre non ha indotto alcun
effetto in cellule cotrasfettate con il vettore tw¢Figura 8A-8B).

La risposta allo 'l é stata bloccata da un pre-trattamento con, Q0 uM, dunque questa
risposta risulta mediata specificamente dal NIgyf 8C).

L’esposizione a | 10 mM ha provocato una diminuzione della fluorezee della YFP-
H148Q/1152L anche in cellule prive del hNIS, sugyelo che, in cellule COS-7, le
concentrazioni piu elevate digossono attivare un influsso attraverso permeatalidizionali a

bassa affinita.
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Figura 8: Variazioni indotte dallo |- nella fluorescenza delle cellule COS-7 cotrasfetiat con YFP-
H148Q/I1152L ed il cDNA per hNIS.

(A) | tracciati rappresentativi mostrano le varadidellintensita di fluorescenza indotte dallar cellule COS-7
trasfettate con un vettore vuoto (tracciato superio hNIS) o con un plasmide contenente la sequendificante
per hNIS (human Sodium lodide Symporter) (tracciaferiore, +hNIS). Le cellule sono state sucosssiente
esposte a1 100 uM e 10 mM. La fluorescenza € stata calcolata relatente al suo valore iniziale (Relative
Fluorescence).

(B) Effetto del TSH sulla velocita massima di vaitme della fluorescenzaARF/At) indotta dallol’. Le barre
rappresentano la media +/- I'err@@andarddi n = 5 esperimenti distinti.

(C) Un tracciato rappresentativo mostra I'inibizioprodotta dal perclorato (CJ®100 uM sulla risposta indotta da

I 100 uM in cellule trasfettate con hNIS. La fluorescerzatata calcolata relativamente al suo valore dlézi
(Relative Fluorescence).

89



414 EFFETTODELLO| ~SUL pH INTRACELLULARE IN CELLULE FRTL-5

Le proteine fluorescenti YFP sono sensibili al dgkacidificazione provoca la diminuzione
dell’emissione di fluorescenza. E’ stato quindi @stigato I'eventuale ruolo del pH nella
mediazione o modulazione delle variazioni di flismenza della YFP-H148Q/1152L osservate in

cellule FRTL-5.

E’ stato quindi valutato 'effetto dell'esposiziorel extracellulare sul pH intracellulare (pH

delle FRTL-5 per escludere la possibilita che ledusasse un decremento del pHlunque
riducesse la fluorescenza della YFP-H148Q/1152lipexdentemente dall’influsso dell'anione
nella cellula e dall'interazione diretta con latgioa fluorescente. Il pHe stato monitorato con
BCECF in cellule FRTL-5 che non esprimono YFP-H1A&QPL. L’esposizione a |

extracellulare 1 mM non ha prodotto alcun effetitiasfluorescenza emessa dalla sonda per il

pH BCECF (Figura 9). Al contrario, permeabilizzangigportunamente le stesse cellule con un
buffer ad alta concentrazione diMigericina/valinomicina e imponendo valori di p#l 7.5 e

6.5 é stato osservato un aumento e poi una dininazdella fluorescenza del BCECF, a

conferma della sua sensibilita al pH.
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Figura 9: Effetto dello I" sulla fluorescenza del BCECF.

Il tracciato mostra le variazioni dell'intensita fliorescenza del BCECF in cellule FRTL-5 esposieng a [
extracellulare 1 mM, poi ad Wufferad alta concentrazione di Kigericina/valinomicina, imponendo valori di pH
tra 6.5 e 7.5. La fluorescenza (Relative Fluoresega stata calcolata relativamente al suo valorele (a riposo).
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4.2. CURVE DI CALIBRAZIONE DELLA YFP-H148Q/1152L PER LA QUANTIFICAZIONE

DELL'UPTAKEDI |

L'obiettivo principale di questa seconda sezionastsie nella quantificazione dell’effettiva
concentrazione intracellulare di Bono riportati gli esperimenti e le misure chassntono di
esprimere le variazioni di fluorescenza osservategguito all’'esposizione adxtracellulare, in
termini di concentrazione intracellulare dj honché di quantificare I'effettiva capacita delle
cellule tiroidee di concentrare e ritenere’lodl citoplasma ([Ji /[1']e).

Poicheé I'affinita della YFP-H148Q/1152L per lopuo risentire del pH e della concentrazione di
CI', sono state realizzate le curve di calibrazionéa déFP-H148Q/I152L al variare di questi
parametri singolarmente ed in combinazione, a#tint dirangefisiologici.

Le curve di calibrazione sono state realizzatessi@stratti cellulari in soluzione sia all’interno
dei tireociti (curve di calibrazione intracellulgrér tener conto della matrice).

Sono state effettuate misure e stime del pH e Hein@racellulari nelle cellule FRTL-5 a riposo.
Le stime del pHe del [Cl]; consentono di determinare il valore della(Bostante di affinita
della YFP-H148Q/1152L per lo’)| da utilizzare per la conversione delle variaziain

fluorescenza in termini di concentrazione di iodimoacellulare ( [[; ).
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4.2.1. SENSIBILITA IN SOLUZIONE DELLA YFP-H148Q/l1152L ESTRATTA DA TIREOCITI AL pH

EDALLOI ™

In estratti ottenuti d&. colila YFP-H148Q/I152L é sensibile al pH ed alla conione di 1,

in particolare la Kriportata e pari a 1.9 mM (misure eseguite inisoine priva di Cl a pH =
7.35)elapk eparia 6.95 (163).

Per confronto & stata prima misurata in soluzi@ensensibilita al pH della fluorescenza diYFP-
H148Q/1152L estratta da tireociti. La stima dell&,@ di 7.02 (Figura 10A).

Quindi é stato misurato in soluzione leffetto d&H sulla sensibilita allo Idella YFP-
H148Q/1152L estratta da tireociti in uange di pH fisiologici (tra 6.8 e 7.2). L’affinita della
YFP-H148Q/1152L estratta da tireociti per oK) e risultata pari a 1.4, 2.0 e 2.4 mM a valori
di pH rispettivamente di 6.8, 7.0 e 7.2 (Figura L0Bio0 suggerisce la presenza di un ridotto
decremento della sensibilita per loal crescere del pH. Le costanti misurate in #stda
tireociti sono risultate compatibili con quelle oipate per estratti d&. coli, tuttavia e stato
ritenuto opportuno eseguire misure di calibrazioniecellulari direttamente in tireociti integri
selettivamente permeabilizzati per tener conto 'eadhtuale effetto della matrice (YFP-

H148Q/I152L citoplasmatica) e della presenza diwlw (vedi paragrafo seguente).
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Figura 10: Effetto del pH e dello I sulla fluorescenza della YFP-H148Q/I152L in solurine.

(A) Sensibilita al pH della YFP-H148Q/I1152L in selane estratta da tireociti. La fluorescenza éastarmalizzata
rispetto al suo valore a pH 7.0. | punti rappreseata media +/- errorgandarddi n = 3 esperimenti indipendenti.
(B) Effetto del pH sulla sensibilita allo Hella fluorescenza della YFP-H148Q/I152L estratta tideociti in
soluzione. La fluorescenza, ad ogni valore di pldtada normalizzata rispetto al suo valore in assell . | punti
rappresentano la media di 3 campioni con un estanredard(non mostrato) <10% del valore medio per ogni punt
Il bufferdi lisi utilizzato non contiene ClI
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4.22. MISURE DELLA SENSIBILITA DELLA YFP-H148Q/1152L AL pH, CI', I™: CURVE DI

CALIBRAZIONE INTRACELLULARE IN TIREOCITI INTATTI

La YFP-H148Q/1152L e sensibile al pH, alla concaniwne di 1€, in misura minore, anche alla
concentrazione di Clanche la presenza di altri soluti presenti nedptasma potrebbe giocare
un ruolo.

Quindi, per correlare quantitativamente l'effettoll® fluorescenza della YFP-H148Q/1152L
espressa in tireociti alle variazioni di questigegametri direttamente nel citoplasma, sono state
realizzate delle curve di calibrazione intracelleldFigura 11 e 12). | valori misurati delle
costanti di affinita della YFP-H148Q/I152L per il'@ lo I sono riportati in Tabella 1.

In Figura 11 sono riportati i tracciati rappreséintadegli esperimenti utilizzati per la
costruzione delle curve di calibrazione intraceltaldel pH, del Ce dello I.

Per la calibrazione del pH le cellule FRTL-5, peduinizialmente con PBS, sono state
selettivamente permeabilizzate agli ioni* Hton un buffer ad alta concentrazione di
K*/nigericina/valinomicina. Imponendo diversi valodi pH; sono state poi osservate le
corrispondenti variazioni della fluorescenza intladare. Le variazioni di fluorescenza rilevate
sono risultate rapide e reversibili (Figura 11A).

Le cellule selettivamente permeabilizzate agli ietii ed agli alogenuri (comuffer ad alta
concentrazione di Knigericina/valinomicina addizionato di tributilsgno -TBT- ionoforo per

CI/I'IOH), sono state esposte a concentrazioni crescen€lde di I (Figura 11B-11C
rispettivamente), imponendo contemporaneamentealores/costante per il gHAI'aumentare

della concentrazione di Clo di I e stata osservata una diminuzione progressivaa dell

fluorescenza intracellulare. Tali variazioni soisuitate completamente reversibili, suggerendo
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la completa reversibilita dell'interazione del "Cé dello 1 con la YFP-H148Q/I152L
intracellulare nonché il mantenimento dell'integritiella membrana plasmatica dei tireociti
durante gli esperimenti. L’'aumento iniziale dellaofescenza seguito all’esposiziondafferad

alta concentrazione di ‘Knigericina/valinomicina (Figura 11B-11C) pud essattribuito alla
fuoriuscita del Clintracellulare e/o a variazioni del pH

In Figura 12 sono riportate le curve di calibragodella YFP-H148Q/1152L, realizzate in
tireociti integri permeabilizzati al variare deietrparametri pH/CI /I'. 1l pannello 12A

rappresenta la sensibilita al pH della fluoresceimnacellulare; la pK stimata risulta pari a
7.08+/-0.05. Il pannello 12B mostra le curve di sbitita della YFP-H148Q/1152L alla

concentrazione del Cintracellulare. Le diverse curve sono state otterniotponendo valori
costanti di pHicompresi tra 6.8 e 7.4. L'affinita per il @ella YFP-H148Q/1152L intracellulare
all'interno dei tireociti e risultata pari a 39,,58, 114 mM, con valori di pHrispettivamente di
6.8, 7.0, 7.2 e 7.4. E stata quindi osservata dirainuzione dell'affinitd della YFP-
H148Q/I152L intracellulare per il GAl crescere del pH

Nel pannello 12C sono riportate le curve di sefigdbdella fluorescenza intracellulare alla
concentrazione citoplasmatica di Per le diverse curve sono stati imposti valori pd
compresi tra 6.8 e 7.4. L'affinita per lodella YFP-H148Q/1152L intracellulare all'internoide
tireociti e risultata di 2.0, 2.7, 3.2, 6.1 mM doradi pH; rispettivamente di 6.8, 7.0, 7.2 e 7.4.
Anche in questo caso e stata osservata una diromeiziell'affinita per 1al crescere del pH

(Tabella 1). Un aumento del pidrovoca una diminuzione contemporanea dell’afiirdella

YFP-H148Q/1152L per i due alogenuri. L’effetto dellmento del piHsulla selettivita & quindi

molto modesto.
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Infine nel pannello 12D sono riportate le curvesensibilita della YFP-H148Q/1152L alla
concentrazione di lintracellulare mantenendo il pldostante pari a 7.0 ed imponendo diverse

concentrazioni intracellulari di Glomprese tra 0 e 50 mM.

L’affinitd della YFP-H148Q/I152L intracellulare p&y I" e risultata di 2.7, 3.5, 5.0 mM a valori
di [CI7; rispettivamente di 0, 15 e 50 mM. E’ stata quioservata una diminuzione dell’affinita

per lo I al crescere della concentrazione déir@lacellulare, a pH costante (Tabella 1).

Tabella 1: Sensibilita agli alogenuri dell&y FP-H148Q/I1152L all'interno delle cellule FRTL-5.

Ka (mM) Ki (mM)*®
pH 6.8 39 2.0
pH 7.0 56 2.7
pH 7.2 58 3.2
pH 7.4 114 6.1
pH 7.0, +15 mM CI - 3.5
pH 7.0, +50 mM CI - 5.0

% e costanti di affinita (I§ and K) rappresentano le concentrazioni di alogenuriradg di
provocare una diminuzione del 50% della fluoregeestella YFP-H148Q/1152L all'interno delle
cellule FRTL-5.
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Figura 11: Effetto del pH, del CI e dello T sulla
fluorescenza della YFP-H148Q/I152L

intracellulare in tireociti integri permeabilizzati .

(A) Il tracciato mostra le variazioni dell'intengidi
fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in cellule
FRTL-5 perfuse inizialmente con PBS e poi esposte
ad un buffer ad alta concentrazione di
K */nigericina/valinomicina.

Le cellule selettivamente permeabilizzate soncestat
esposte duffer con pH compresi tra 6.5 e 8.0 per
intervalli di tempo sufficienti al raggiungimento
dell’equilibrio tra pH extracellulare e pHII
tracciato sopra riportato €& rappresentativo della
classe di esperimenti eseguiti.

(B) Il tracciato mostra le variazioni dell’intergsiti
fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in cellule
FRTL-5 perfuse inizialmente con PBS e poi esposte
ad un buffer ad alta concentrazione di

K */nigericina/valinomicina addizionato con TBT per
consentire un equilibrio rapido tra Cintra ed
extracellulare. Le cellule sono state esposteiféer
contenenti concentrazioni crescenti didz 0 a 300
mM, , a pH=7.0 costante . |l tracciato sopra ripturt

€ rappresentativo della classe di esperimenti
esegquiti.

(C) 1l tracciato rappresentativo mostra le variazio
dellintensita di  fluorescenza della YFP-
H148Q/I1152L in cellue FRTL-5 perfuse
inizialmente con PBS ed esposte successivamente
ad un buffer ad alta concentrazione di

K */nigericina/valinomicina addizionato con TBT per
permeabilizzare le membrane alloLe cellule sono
state esposte duffer contenenti concentrazioni
crescenti di'l da 0 a 100 mM, a pH = 7.0 costante
ed in assenza @l

Da un esperimento all’altro € stato osservato un
fenomeno dicarryover del TBT, dunque gia dai
primi istanti degli esperimenti madir nei
pannelli B e C le cellule risultano probabilment
parzialmente permeabilizzate.

(au) = unita di misura arbitraria.
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Figura 12: Curve di calibrazione della fluorescenzali YFP-H148Q/I1152L al variare del pH, del CI e dello I
intracellulari in tireociti permeabilizzati.

(A) Sensibilita al pHdella YFPH148Q/I152L in tireociti permeabilizzatia fluorescenza & stata normalizzata
rispetto al suo valore a pH 7.0. | punti rappregeata media +/- errorgandarddi n = 5-17 esperimenti distinti.

(B) Effetto del pH sulla sensibilita al clorurotiacellulare ([C];) della fluorescenza di YFP-H148Q/1152L in
tireociti permeabilizzati. La fluorescenza, ad ogaliore di pH, & stata normalizzata rispetto al wlore in assenza
di CI'. Ogni punto rappresenta la media di n = 13 camigon un errorestandard non mostrato, minore del 10%
del valore medio per ogni punto.

(C) Effetto del pH sulla sensibilita allo ihtracellulare ([1);) della fluorescenza di YFP-H148Q/I152L in tireocit
permeabilizzati. La fluorescenza, ad ogni valorpHdj & stata normalizzata rispetto al suo valoressenza di ke di
CI'. 1 punti rappresentano la media di n = 4-6 camipion un errorestandard(non mostrato) minore del 10% del
valore medio per ogni punto.

(D) Effetto della concentrazione del cluoruro isgbulare sulla sensibilita allo intracellulare della fluorescenza di
YFP-H148Q/1152L in tireociti permeabilizzati mantgna pH 7.0 costante. La fluorescenza, ad ogloireadi [CI];

, € stata normalizzata rispetto al suo valore §®iaza dil | punti rappresentano la media di n = 4-6 camipion
un errorestandard(non mostrato) minore del 10% del valore mediogggi punto.

99



4.2.3. MISURE DEL pH INTRACELLULARE A RIPOSO IN CELLULE FRTL-5

Il pH intracellulare (pK) a riposo delle cellule FRTL-5 é stato misuratdiazando la sonda

fluorescente BCECF ed e risultato pari a 6.94 640(Figura 13). Le cellule, mantenute
inizialmente in soluzione fisiologica, sono stateessivamente permeabilizzate conbuffer

ad alta concentrazione di'Kigericina/valinomicina. Imponendo valori di ptompresi tra 6.5

e 8.0 sono state osservate corrispondenti varieziela fluorescenza emessa dalle cellule
caricate con BCECF (Figura 13A). Cio ha permessm#ruzione di una curva di calibrazione

(Figura 13B) che riporta la sensibilita della flascenza del BCECF alle variazioni dijplh
cellule FRTL-5. Il valore del pHiniziale delle cellule FRTL-5 a riposo e statarmgli calcolato

in numerosi esperimenti distinti (Figura 13C) cameedo i valori della fluorescenza a riposo

(Figura 13A) in termini di pHtramite la curva riportata nella Figura 13B.

A B C
2.04 7.50-
2.0 High K* buffer o 6.94+0.04
pHB 75 7 657758 < 15
L(_IS X § : = 7.251 (o}
0 o 151 5 o o
) S 1.01 [e)
m = < 7.001
5 3 2 = _flos
é S 2 0] Oo
< i < 0.5 @ o
g2 10 o 6.751 ©
PBS 4 0o
. o BCECF
5 min 0.0-
0.5 — —T 6.50-
: 5 6 7 8 9
pH; BCECF

Figura 13: Misura del pH; con BCECF in cellule FRTL-5.

(A) Il tracciato mostra le variazioni dell'intenaitli fluorescenza del BCECF in cellule FRTL-5 mante prima in
PBS (a riposo) e poi esposte adawfferad alta concentrazione di'Kigericina/valinomicina, imponendo valori di
pH; tra 6.5 e 8.0. La fluorescenza é stata calcotdsdivamente al suo valore a pH 7.0.

(B) Sensibilita al pH del BCECF in tireociti integrermeabilizzati. La fluorescenza é stata norraaltia rispetto al
suo valore a pH 7.0. | simboli rappresentano laimeft errorestandarddi n = 4-11 misure ottenute in esperimenti
indipendenti.

(C) | simboli rappresentano i valori di pld riposo in n = 17 esperimenti indipendenti. Lardeorizzontale
rappresenta il valore medio del gH cellule FRTL-5.
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4.2.4.STIMA DEL CI" INTRACELLULARE IN CELLULE FRTL-5

La concentrazione di cluoruro intracellulare TChelle cellule FRTL-5 a riposo (Figura 14) e
stata stimata monitorando le variazioni di fluoessma della YFP-H148Q/I152L in seguito alla
rimozione di Cl extracellulare (e dunque di quello intracellular®er un dato livello di
espressione della YFP-H148Q/1152L la fluorescenzgaso riflette un bilanciamento tra la
concentrazione intracellulare di"@H il pH. Dal momento che la rimozione del @uo alterare

il pH;, l'effetto del buffer privo di CI sul pH é stato determinato indipendentemente usando
come sonda il BCECF (Figura 14A). Il contributoldelariazione di pH indotta dalla rimozione
del CI alla variazione della fluorescenza della YFP-H14882L é stato estrapolato dalla curva
di calibrazione del pH per la YFP-H148Q/1152L (Figu2A). Il pH a riposo in cellule FRTL-5,
misurato con BCECF, € risultato pari a 6.94 +/4QBigura 13C) ed aumenta di 0.17 +/- 0.01
unita durante la perfusione con PBS privo di(€l= 3; Figura 14A). La perfusione delle FRTL-
5 con PBS privo di Cha provocato un aumento del 47 +/- 3% nella flumFazga a riposo (n =
14; Figura 14B), presumibilmente dovuta sia ad umento del pHsia alla perdita del ClI
intracellulare. Secondo la curva di sensibilitpldl della YFP-H148Q/I152L riportata in Figura
12A cap.4.2.2, 'aumento del pi 0.17 unita , da solo, puo rendere conto di umento della
fluorescenza relativa a riposo di circa il 16%.t@@&ndo la variazione di fluorescenza della
YFP-H148Q/1152L dovuta al pH ed esprimendo la fasmenza relativamente al suo valore in
assenza di C[Figura 14B, scala di destra) € possibile legégeimncentrazione intracellulare di
Cl' nella curva di calibrazione di Qhostrata in Figura 12B, cap.4.2.2. Usando quggbooacio,

il Cl" intracellulare nelle cellule FRTL-5 é stato stimatcca pari a 14 mM (14.3 +/- 1.8 mM
dalla curva di calibrazione di G pH 7.0; 13.7 +/- 1.8 mM dalla curva di calibcam di Cla

pH 7.2).
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Figura 14: Stima della concentrazione intracellulae di CI in cellule FRTL-5.

(A) Effetto della rimozione del Céxtracellulare sul pHIl tracciato mostra le variazioni di intensitafidiorescenza
del BCECF (scala a sinistra) in cellule FRTL-5 negmitte a partire da t = 0 in wuffer privo di CI. Nella scala a
destra la fluorescenza relativa & stata convartitarmini di pH intracellulare utilizzando la cardi calibrazione
riportata in Figura 13B, cap.4.2.3. | simboli eHdarre rappresentano la media +/- I'erratandarddi n = 3
esperimenti distinti. Nel grafico € riportata laieaione del pH intracellularé\pH; ) pari a 0.17 unita. Si rammenta
che la concentrazione di ‘Ghon influenza direttamente la fluorescenza del BEEC€he risponde soltanto a
variazioni del pH

(B) Effetto della rimozione del Céxtracellulare sulla fluorescenza della YFP-H14&82L in cellule FRTL-5. Il
tracciato mostra le variazioni di intensita di flascenza delle cellule FRTL-5 mantenute a partré d O in un
buffer privo di CI. Nella scala a sinistra € riportata la fluoreseergativa calcolata rispetto alla fluorescenza a
riposo (per t < 0). Nella scala a destra é ripartatfluorescenza relativa calcolata rispetto alwalore massimo in
assenza di Cl(t > 16). | simboli e le barre rappresentano ladimet/- I'errorestandarddi n = 14 esperimenti
distinti. L'aumento di fluorescenza osservato pssege spiegato dalla combinazione di due eff&tinhento di pH
(ApH;) stimato in 0.17 unita (A) e la diminuzione deli@fracellulare che lega la YFPH148Q/1152L. L'aunwedel
pH; di 0.17 unita, da 6.94 a 7.11, secondo la curveedsibilita al pH della YFP-H148Q/I1152L riportataFigura
12A cap.4.2.2, puo rendere conto di un aument@adklbrescenza relativa di circa il 16% (linea mggiata nel
grafico, scala di sinistra). Il residuo aumentdlaibrescenza, da 0.8 a 1.0 nella scala di destra,ggsere attribuito
alla fuoriuscita del Clintracellulare e pud essere espresso in terminiadiazione della concentrazione di" Cl
(A[CI)) facendo riferimento alle curve di calibraziongonitate in Figura 12B, cap.4.2.2.
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4.25. QUANTIFICAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE INTRACELLULARE DI |~ IN CELLULE

FRTL-5

Lo I' 1-300 uM induce una diminuzione concentrazione-dipendetgita fluorescenza della
YFP-H148Q/1152L in cellule FRTL-5 (Figura 15A). ate effetto € mediato dall'influsso di |
tramite il NIS. Le variazioni indotte da hella fluorescenza della YFP-H148Q/I152L possono
essere convertite in termini di variazioni assollgéla concentrazione intracellulare did patto
che si utilizzi un appropriato valore costante ffinda della YFP-H148Q/I152L per lo (K)). |l
valore appropriato della,Kla usare nella conversione puo essere individuatovalori riportati

in Tabella 1 cap.4.2.2, disponendo delle stimeldn@acellulare e di pH Considerando quanto
riportato nei paragrafi precedenti (pH6.94+/-0.04; [C]; 14 mM) il valore di K da utilizzare e
pari a 3.5 mM (Ka pH 7.0 in presenza di A5 mM). La figura 15B mostra le variazioni di
fluorescenza riportate in Figura 15A espresserimite di [I'];. La velocita iniziale di influsso di
I” nelle cellule é stata quindi calcolata ed esprdasaermini di pM/s al variare della
concentrazione extracellulare di(Figura 15C). Infine é stata stimata I'effettivancentrazione
di I' intracellulare raggiunta in prossimita dell’egbilp, in seguito all’esposizione alle diverse
concentrazioni di | extracellulare (Figura 15D). La figura riporta lime il rapporto tra le

concentrazioni di'lintracellulari ed extracellulari raggiunte in psosita dell’equilibrio.
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Figura 15: Quantificazione della concentrazione imacellulare di I” in cellule FRTL-5.

(A) Effetto dell'esposizione a extracellulare 1-30QM sulla fluorescenza della YFP-H148Q/I152L. | sirtikmle
barre rappresentano la media +/- I'errstendarddi n = 4-6 esperimenti distinti. La fluorescenzataéta calcolata
rispetto al suo valore iniziale (a riposo).

(B) Effetto dell’esposizione a extracellulare 1-30QtM sulla concentrazione intracellulare dicklcolata a partire
dai tracciati riportati nel pannello A, utilizzandlla conversione un valore dellg pari a 3.5 mM (costante di
affinita della YFP-H148Q/1152L pdo I"in cellule FRTL-5). | simboli e le barre rappresam la media +/- 'errore
standarddi n = 4-6 esperimenti distinti.

(C) Dipendenza della velocita inizialen@x rate di influsso di 1 nelle cellule (espressa in termini ja/s) dalla
concentrazione di lextracellulare. | simboli e le barre rappresentemonedia +/- I'errorestandarddi n = 4-6
esperimenti distinti. La linea continua rappreseiriterpolazione dei dati con una funzione ipeibal

(D) Dipendenza della i dalla [I] extracellulare.

La concentrazione di lintracellulare & stata calcolata dopo 5 minuti shasizione a’lextracellulare, ossia in
prossimita dell’equilibrio. Vicino ai punti sperim&li & riportato il rapporto tra le concentrazidni” intra ed extra
cellulare. | simboli e le barre rappresentano lalime/- I'errorestandarddi n = 4-6 esperimenti distinti. La linea
continua rappresenta l'interpolazione dei dati ooa funzione iperbolica.
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4.3. MISURA DEL TRASPORTO DI CIO4

II CIO4 e il piu potente inibitore noto del trasporto dell nei follicoli tiroidei, nonché un
diffuso contaminante ambientale. Ad oggi non etdgb chiaro se venga o meno trasportato dal
NIS e dunque accumulato nella tiroide. Gli obiettivquesta sezione sono pertanto:

» Verificare la possibilita che la YFP-H148Q/I152Lgsa funzionare come sensore per la
concentrazione di ClQ intracellulare ( [CIQ]; ). A tal fine & stata calcolata I'affinita
della YFP-H148Q/1152L per il ClQin tireociti selettivamente permeabilizzati;

» Verificare che la YFP-H148Q/I152L espressa in tiBopossa funzionare come
biosensore per il trasporto di GJ@ramite I'esposizione delle cellule FRTL-5, manten
in condizioni fisiologiche, a concentraziquM di CIO4 extracellulare;

* Valutare un eventuale trasporto ed accumulo del;Qt@diato dal NIS sulla base di
specifici criteri quali l'affinitauM del NIS per il CIQ, la dipendenza del trasporto
dal’Na", la verifica del trasporto in un modello cellulaieombinante, I'indipendenza

degli effetti misurati dal pHe dal [CI];.
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431. SENSIBILITA DELLA YFP-H148Q/1152L AL CIO4 INTRACELLULARE: CURVA DI

CALIBRAZIONE IN TIREOCITI INTEGRI PERMEABILIZZATI

Per indagare la possibilita che la YFP-H148Q/I15®itesse funzionare come sensore per il
ClO4 e stata realizzata una curva di calibrazione ¢ettalare.

La fluorescenza della YFP-H148Q/1152L, espressdirgociti, € risultata quantitativamente
correlata alla concentrazione di Gl@el citoplasma, come mostra la curva di calibrazion
intracellulare in Figura 16. Le cellule FRTL-5 dspenti la YFP-H148Q/1152L sono state
selettivamente permeabilizzate donffer ad alta concentrazione di*Migericina/valinomicina
addizionato di TBT in modo da poter controllarghl; e le concentrazioni intracellulare di" @l
ClO4 durante le calibrazioni.

Le cellule mantenute a pte [CI]; costanti (pH= 7.0 e [C]; = 15 mM) sono state esposte a
concentrazioni crescenti di CJO L'esposizione a CIQ 0-100 mM ha provocato una
diminuzione proporzionale della fluorescenza irghadare (Figura 16A).

La curva di calibrazione ottenuta ha permesso idiase la costante di affinita della YFP-
H148Q/1152Lper il CIOy. La Kgjoq risulta essere pari a 2.7 mM, ai valori fisiolmgli pH =
7.0 e [CI]; = 15 mM. Questa curva puo essere confrontataaaallbrazione per lo bttenuta

nelle stesse condizioni.
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Figura 16: Effetto del CIO, sulla fluorescenza della YFP-H148Q/1152L intracelllare in tireociti integri
permeabilizzati; curva di calibrazione intracellulare del ClO,.

(A) Il tracciato mostra le variazioni dell'intenaitdi fluorescenza della YFP-H148Q/I1152L in cellHRTL-5
perfuse inizialmente con PBS ed esposte successitemad un buffer ad alta concentrazione di
K*/nigericina/valinomicina addizionato con TBT permpeabilizzare le membrane al GITI/OH. Le cellule sono
state esposte, a pH costante pari a 7.0 ed inrpagh Cl 15 mM, abuffer contenenti concentrazioni crescenti di
ClO, da 0 a 10 mM. Il tracciato sopra riportato € ragpntativo della classe di esperimenti eseguit). faunita di
misura arbitraria.

(B) Curva di sensibilita della YFP-H148Q/I152L alGg in tireociti permeabilizzati mantenuti a pH 7.0 ed in
presenza di Cintracellulare 15 mM. La fluorescenza, ad ogni valdi CIQ;, & stata normalizzata rispetto al suo
valore in assenza @lO,. Per confronto €& stata riportata in figura la eudr calibrazione dello” lottenuta nelle
stesse condizioni (K=3.5 mM con piH=7.0 e [CI}; =15 mM).
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4.3.2. EFFETTO DEL ClIO4 SULLA FLUORESCENZA DI YFP-H148Q/1152L IN CELLULE FRTL-5

Un clone di cellule FRTL-5 che esprime stabilmdatproteina fluorescente YFP-H148Q/1152L
e stato esposto sotto perfusione ad una concemtiadi perclorato (ClQ) extracellulare pari a
1mM. Il CIO, ha provocato una rapida diminuzione della fluoregaecellulare a partire da 10
secondi dall’esposizione. La fluorescenza ha raggiun livello prossimo all’equilibrio in circa
5 minuti.

Il decremento della fluorescenza é risultato rekdes con un recupero completo della
fluorescenza iniziale entro 10 minuti dalla rimomodel CIQ extracellulare. Una successiva
esposizione a LOPM ha indotto una risposta reversibile di ampiezzaparabile (Figura 17).

Le variazioni di fluorescenza indotte dal Gl®@ono risultate riproducibili all'interno di uno
stesso esperimento: tre applicazioni consecutiv€l@; hanno provocato risposte simili (non

mostrato in figura).
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Figura 17: Quantificazione dei cambiamenti indottidal ClO, nella fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in
cellule FRTL-5.

Un clone di cellule FRTL-5 & stato esposto a Cttracellulare 1 mM. Dopo il recupero della flusgenza seguito
alla rimozione del CIQ extracellulare, lo stesso clone e stato espostoeatiacellulare 1QuM. L'intensita di
fluorescenza, rappresentata dalla linea continustata calcolata relativamente al suo valore itgzi&elative
Fluorescence). Le barre orizzontali rappresentar@sposizioni a Cl91 mM e a110uM.
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4.3.3. EFFETTO DEL ClIO4 suL pH; E RUOLO DEL Cl" NELLA RISPOSTA A ClO4 IN CELLULE

FRTL-5

Come riportato, la fluorescenza della YFP-H148QZL16 sensibile al pH ed alla concentrazione
di CI'. E’ stato quindi investigato il possibile ruolol g nella mediazione o modulazione delle

variazioni di fluorescenza della YFP-H148Q/1152Ise@wvate in cellule FRTL-5 esposte a ¢€lO

Dapprima e stato valutato I'effetto dell’esposiaoa CIQ" extracellulare sul pHoer escludere

l'ipotesi che il CIQ" potesse produrre un decremento del eHlunque ridurre la fluorescenza
della YFP-H148Q/1152L indipendentemente dall'inflas dell’anione nella cellula e
dall'interazione diretta con la proteina fluoreseerll pH € stato monitorato con BCECF in
cellule FRTL-5 che non esprimono YFP-H148Q/I152Ledposizione a CIQ extracellulare 1
mM non ha provocato effetti sulla fluorescenza esaedalla sonda per il pH BCECF (Figura
18A).

Al contrario, permeabilizzando selettivamente leessé cellule con urbuffer ad alta
concentrazione di Knigericina/valinomicina e imponendo valori di pHi 7.5 e 6.5 & stato
osservato un aumento e poi una diminuzione dallardiscenza del BCECF, a conferma della
sua sensibilita al pH.

Successivamente e stato esaminato il ruolo dehthcellulare nella risposta al GjOn cellule
FRTL-5 che esprimono YFP-H148Q/I152L. Le rispostéalfluorescenza di YFP-H148Q/1152L
a ClOy extracellulare 1 mM sono state misurate in celkRETL-5 pre-incubate (15-20 min.) in
un buffer contenente CPBS) o in PBS privo di ClLa rimozione del Cldal mediume quindi
dal citoplasma non ha provocato variazioni sigatiie nel profilo e nellampiezza delle risposte

al ClO, extracellulare 1 mM (Figura 18B).
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Figura 18: Effetto del CIO, 1mM sulla fluorescenza del BCECF e della YFP-H148@52L in cellule FRTL-

5; ruolo del CI intracellulare nella risposta a CIQ; .

(A) Il tracciato mostra le variazioni dell'intenaitdi fluorescenza del BCECF in cellule FRTL-5 espgwima a
ClO, extracellulare 1 mM, poi ad uufferad alta concentrazione di Kigericina/valinomicina, imponendo valori
di pH tra 6.5 e 7.5. La fluorescenza é stata calcotdsivamente al suo valore iniziale (a riposo).

(B) Il tracciato mostra le variazioni dell'interditdi fluorescenza della YFP-H148Q/I152L indotte @BD,
extracellulare 1 mM in cellule FRTL-5 preincubatemantenute in PBS (controllo) o in PBS privo di.Qla
fluorescenza e stata normalizzata rispetto al slmre iniziale (a riposo). | simboli e le barre pagsentano la media
+/- I'errore standard di n = 8 esperimenti distinti
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4.3.4. CRITERI PER L'IDENTIFICAZIONE DI UN TRASPORTO DI CIO4 MEDIATO DAL NIS

Di seguito sono descritti alcuni criteri che suggmno un trasporto di ClOnelle cellule che

esprimono NIS.

Dipendenza dalla concentrazione di ¢1O

II ClIO4 ha provocato una diminuzione reversibile dellaoféscenza in cellule FRTL-5 a
concentrazioni extracellulari comprese trapM e 1 mM (Figura 19). L'esposizione a
concentrazioni crescenti di CJOha provocato una diminuzione proporzionale della
fluorescenza. Un rapido iniziale decremento di iisgcenza e stato misurato entro 1 minuto
dall’'esposizione (Figura 19A).

Utilizzando un opportuno valore per la costantaftinita della YFP-H148Q/1152L per il CLO
(Figura 16), le risposte sono state convertiteenmtni di concentrazione di ClOintracellulare
(Figura 19B). La concentrazione intracellulare #D£ calcolata ha superato la concentrazione

dell'anione exracellulare entro 1 minuto dall’'espmse a CIQ 1, 10, 10QuM (Figura 19B).

Dipendenza dal N&xtracellulare

| cambiamenti indotti dal ClQsulla fluorescenza della YFP-H148Q/I1152L in cellHBTL-5
sono risultati dipendenti dalla presenza di Biracellulare (Figura 20A). Una riduzione della
concentrazione di Nael mezzo extracellulare (da 145 mM a 5 mM) ha a@musna inibizione
del 90% della velocita massima di diminuzione aldllorescenza indotta dal GJA mM

(Fgura 21B).
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Effetto del CIQ" sulla fluorescenza della YFP-H1480Q/1152L in cadlW@OS-7 trasfettate con

hNIS

Le variazioni della fluorescenza indotte dal i@ cellule COS-7 sono state esaminate dopo 48-
72 ore dalla cotrasfezione con il cDNA per la YFP48Q/I152L associato alternativamente o al
cDNA per hNIS o al vettore vuoto (le cellule COSwild-type nelle normali condizioni di
coltura non esprimono il NIS). L’esposizione a ¢léxtracellulare 200M e 1mM ha provocato
un decremento della fluorescenza della YFP-H14&il1nelle cellule trasfettate col cDNA per
hNIS, mentre non ha indotto alcun effetto in cellabtrasfettate con il vettore vuoto (Figura
21A-21B).

Le cellule COS-7, dopo 48-72 ore dalla cotrasfezioan i cDNA per la YFP-H148Q/I152L e
per hNIS, sono state esposte a concentrazionioetukari di CIQ; comprese tra tM e 1 mM.
L’esposizione a concentrazioni crescenti di £l@& provocato una proporzionale diminuzione
della fluorescenza, (Figura 21C). Valutando quegieiazioni in termini di stima della
concentrazione intracellulare di CJG stato osservato un rapido e proporzionale aworeit
ClO4 intracellulare in seguito all’esposizione a coricazioni crescenti di CIQ(il valore della

la costante di affinita della YFP-H148Q/I152L pe€liO,4, Kcios, € Stato assunto pari a 2.7 mM).

La concentrazione intracellulare di GlOcosi stimata, ha superato la concentrazione @i Cl

exracellulare entro 1 minuto dall’esposizione a £1010, 10QuM (Figura 21D).
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Figura 19: Relazione tra concentrazione di CIQ extracellulare e le variazioni di fluorescenza dedl YFP-
H148Q/1152L in cellule FRTL-5; relazione tra la cortentrazione extra ed intracellulare di CIQ;.

(A) Effetto dell’esposizione a ClQextracellulare 1-100QM sulla fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in cldlu
FRTL-5. | simboli e le barre rappresentano la metial’errore standarddi n = 4-9 esperimenti distinti. La
fluorescenza e stata calcolata rispetto al sua&ahiziale a riposo (Relative Fluorescence).

(B) Effetto dell’esposizione a ClCextracellulare 1-100QM sulla concentrazione intracellulare di Gl@alcolata a
partire dai tracciati riportati nel pannello A. Netonversione € stato utilizzato un valore dellgK(costante di
affinita della YFP-H148Q/1152L per {CIO,) pari a 2.7 mM (misurata a pH 7.0 e [C]); = 15 mM). | simboli e le

barre rappresentano la media +/- I'errst@ndarddi n = 4-9 esperimenti distinti.
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Figura 20: Effetto di una bassa concentrazione excellulare di Na sulle variazioni di fluorescenza della
YFP-H148Q/I1152L indotte dal CIO, in cellule FRTL-5.

(A) 1 tracciati mostrano la risposta al GIO1 mM in una soluzione tamponata con HEPES contenana
concentrazionstandarddi Na' (145 mM) e la risposta al ClOdopo una riduzione del Naa 5 mM rimpiazzato da
una quantita equimolare di colina. La fluorescefRelative Fluorescence) é stata calcolata, per egpérimento,
relativamente al suo valore iniziale (a ripos@iniboli e le barre rappresentano la media +/-d®erstandarddi n =

7 esperimenti distinti.

(B) Effetto di una bassa concentrazione extragaiuldi Na (5 mM) sulla massima velocita di variazione della

fluorescenzaRF/At) indotta dalCIO, . Le barre rappresentano la media +/- I'erstandarddi n = 7 esperimenti
distinti.
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Figura 21: Effetto del ClO, sulla fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in cellul&eCOS-7 cotrasfettate con |l
cDNA per hNIS. Relazione tra la concentrazione exér ed intracellulare di CIO4

(A) | tracciati mostrano I'effetto del ClO100uM e 1 mM sull’emissione di fluorescenza in cell@®S-7 48-72
ore dopo la cotrasfezione con il cDNA per hNIS (¥8No con un vettore vuoto (-hNIS). La fluorescerlativa é
stata calcolata rispetto al suo valore inizialgif@so). Il tracciato sopra riportato & rappresevadella classe di
esperimenti eseguiti.

(B) Velocita massima di variazione della fluoresteefARF/At) indotta da CI@ 100uM e 1 mM in cellule COS-7,
48-72 ore dopo la costrasfezione con il cDNA ped$iN+hNIS) o con un vettore vuoto (-hNIS). Le barre
rappresentano la media +/- I'erraandarddi n = 4-6 esperimenti distinti.

(C) Effetto dell’esposizione a ClOextracellulare 1-100QM sulla fluorescenza della YFP-H148Q/1152L in ckdlu
COS-7 48-72 ore dopo la cotrasfezione con il cDN&k pNIS. | simboli e le barre rappresentano la e
I'errore standarddi n = 4-6 esperimenti distinti. La fluorescenzatata calcolata rispetto al suo valore iniziale a
riposo (Relative Fluorescence).

(D) Effetto dell’esposizione a ClOextracellulare 1-100QM sulla concentrazione intracellulare di GlCralcolata

a partire dai tracciati riportati nel pannello C @tilizzando nella conversione un valore delladf (costante di
affinita della YFP-H148Q/1152L per il ClQintracellulare) pari a 2.7 mM. | simboli e le @mmappresentano la
media +/- I'errorestandarddi n = 4-6 esperimenti distinti.
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4.3.5.VELOCITA DI TRASPORTO DI | ' ECIO4 INCELLULE FRTL-5EDIN CELLULE COS-7 CHE
ESPRIMONO hNIS
Le cellule FRTL-5, che esprimo stabilmente la YFP4BQ/I152L, e le cellule COS-7, 48-72 ore
dopo costrasfezione con il cDNA per YFP-H148Q/I1¥2klternativamente per hNIS o con un
vettore vuoto, sono state esposte a diverse ctiazemi di extracellulari di'le ClIQ; comprese
tra 1 e 100QuM. | valori della velocita iniziale di influssanflux rate) per lo I ed il CIQ; sono
stati calcolati per i diversi tipi cellulari (Figar22). Come costanti di affinita della YFP-
H148Q/I1152L per loled il CIOy (K| e Kcios) sono stati utilizzati nel calcolo rispettivamente
valori di 3.5 e 2.7 mM (misurati con le curve diibeazione intracellulare a pH.0 e [CI]; 15
mM riportate nei paragrafi precedenti). Per leuwdellCOS-7 sono state utilizzate nel calcolo le
stesse costanti (considerando tipici valori fisgpdo di pH e CI). Le cellule che esprimono NIS
(FRTL-5 e COS-7 +hNIS) hanno mostrato una capatitttasporto sia di'Isia di CIQ nel
medesimaange M. Le costanti di affinitd del NIS stimate perrasporto di Trisultano pari a
35uM per le FRTL-5 e intorno a 10M per le COS-7 +hNIS, quest’ultimo valore & coresisée
con guanto riportato da Van Sareteal. (169). Quelle per il ClQ, nelle FRTL-5 e nelle COS-7
+hNIS risultano intorno o di poco inferiori a ud. L’affinita del NIS per il trasporto di Clpe
risultata circa pari o0 un poco superiore a quedlalp I nei due modelli cellulari considerati.
Nelle cellule che esprimono NIS le velocita iniziilinflusso di CIQ™ sono risultate tuttavia 3-6
volte inferiori a quelle stimate per lodd ogni concentrazione testata.
Le cellule che non esprimono NIS non hanno mostatanflusso misurabile di b CIO; nel

rangepM (un piccolo trasporto e stato rilevato solamergbrangemM).
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Figura 22: Velocita di influsso di I'e CIO, in cellule FRTL-5 ed in cellule COS-7 cotrasfettat con hNIS.

Le cellule FRTL-5 qui utilizzate esprimono stabilme YFP-H148Q/1152L. Le cellule COS-7 +hNIS sonatest
esaminate 48-72 ore dopo cotrasfezione con i cDBIAYFFP-H148Q/1152L e hNIShmanNIS). Le cellule COS-
7-NULL sono state esaminate 48-72 ore dopo cotzasfe con il cDNA per YFP-H148Q/I1152L ed un vettore
vuoto.

Le barre rappresentano la media +/- I'erretendarddella velocita iniziale di influsso di &€ CIQ; di n = 4-6
esperimenti distinti.

Le cellule sono state esposte adramgedi concentrazioni di'le CIQ, extracellulare di 1-100QM. Le variazioni
della fluorescenza della YFP-H148Q/I152L sono statenitorate e convertite in termini di variazionelld
concentrazione intracellulare did CIQy,. Per la conversione sono stati assunti un valokg gari a 3.5 mM e di
Kcios pari a 2.7 mM. La figura riporta le corrispondestiime della velocita iniziale di influsso di¢ CIQ, alle
diverse concentrazioni e per i diversi tipi celtul&lel lato sinistro sono riportati i valori dielocita di influsso per
lo I', a destra i valori per il CIQ Per facilitare il confronto la scala del Gl@ destra & stata allargata di 5 volte
rispetto alla scala a sinistra per 1o |
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4.4. BREVE SINTESI DEI RISULTATI SPERIMENTALI

Sezione prima: sviluppo del saggio a fluorescenza

La proteina fluorescente YFP-H148Q/1152L si e ditrada un efficace biosensore per il
trasporto di1in cellule che esprimono NIS.

Le variazioni di fluorescenza indotte dall'esposi® a 1in cellule tiroidee sono delle misure
dell’attivita del NIS, in accordo a specifici criteaffinita uM per lo I extracellulare, dipendenza
dal gradiente di Na dipendenza dal’ormone TSH, inibizione specifite trasporto di’lcon
ClOy.

Le variazioni di fluorescenza indotte dalloektracellulare sono state confermate in un sistema
ricombinante (cellule COS-7 trasfettate con YFP-8Q4152L +/- NIS).

Le misure sono riproducibili allinterno di un siolg esperimento ed e possibile apprezzare le

differenze nelle cinetiche di trasporto in singoédlule ed in tempo reale.

Sezione seconda: quantificazione dedtakedi I’

La sensibilita della YFP-H148Q/1152L agli alogened al pH e stata determinata in soluzione e
all'interno dei tireociti per consentire la quaid#zione delluptakedi I'.

Le stime di pH e di [CI]; in cellule FRTL-5 sono pari rispettivamente a 7+380.05 e 14 mM.

A valori di pH e di [CI]; fisiologici (pH = 7.0, Cl= 15 mM) la costante di affinita della YFP-
H148Q/1152L per lo’I(K)) e pari a 3.5 mM.

Concentrazioni elevate di Ghtracellulare o pHpiu basici tendono a diminuire I'affinita della

YFP-H148Q/1152L per lo"] Tuttavia le variazioni di pHnon alterano significativamente la
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selettivita della YFP-H148Q/1152L per lorispetto al Cl Il rapporto tra k& e K della YFP-
H148Q/1152L si mantiene circa pari a 20, in un asmpngedi pH fisiologici (Tabellal).
Le cellule tiroidee FRTL-5 concentrano 60-70 vatid™ nel citoplasma quando sono esposte a

concentrazioni di'lextracellulare nelangebassquM.

Sezione terza: misure del trasporto di £10

La proteina fluorescente YFP-H148Q/1152L ha mosttat’elevata affinita per il CIQ, ossia un
affinita simile a quella per lo" lin condizioni fisiologiche. La Ko4 calcolata dalla curva di
calibrazione intracellulare e pari a 2.7 mM (pH.8, Tl = 15 mM).

L’esposizione a concentraziopM di ClO, extracellulare induce delle risposte reversibdila
fluorescenza delle cellule FRTL-5. Queste risposke non coinvolgono variazioni del pHe
del [CI]i, suggeriscono un’interazione diretta tra la YFR8Q/1152L ed il CIQ nel
citoplasma.

Il trasporto di CIQ e mediato dal NIS, come evidenziato dalle rispaltéluorescenza in
presenza di concentrazignM di ClO, in cellule che esprimono NIS endogeno o ricombi@an
Il trasporto & inoltre dipendente dal gradient&ldi.

In cellule FRTL-5 I'affinita del NIS per il trasptur di CIO;” appare maggiore di quella per Ip |
tuttavia le velocita iniziali di influsso misuragger il ClIO, sono in confronto sensibilmente

inferiori (per ogni concentrazione testata).
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| risultati di questo studio dimostrano [l'utilitaekth YFP-H148Q/I152L come biosensore
cellulare per il trasporto e 'accumulo dello iodunediato dal NIS, sia in cellule tiroidee che in
cellule non tiroidee sottoposte a trasferimentoigenll saggio di fluorescenza descritto €
sensibile e consente di monitorare in tempo reatkapide variazioni dello ioduro intracellulare,
nonché di quantificare I'effettiva concentrazionella ioduro accumulato nel citoplasma. Le
variazioni di fluorescenza indotte dallo ioduro gaeversibili e riproducibili e questo consente
di misurare facilmente gli effetti acuti di farmagidi altre manipolazioni sulle cinetiche di
trasporto.

La presente ricerca ha dimostrato inoltre la pagsildi utilizzare la YFP-H148Q/1152L come
biosensore per il perclorato ed ha permesso dirichide controversie circa il trasporto e
'accumulo mediato dal NIS di questo agente apoiiieo nel citoplasma dei tireociti.

Il saggio inoltre pud essere eseguito su cellulgae e puo rilevare le differenze nell’attivita de

trasportatori di ioduro all'interno di una popolaze cellulare.
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5.1. VALIDAZIONE DEL NUOVO METODO

Le variazioni indotte dallo ioduro nella fluoreszandella YFP-H148Q/I152L rispondono a
specifici criteri che indicano un trasporto diuwd mediato da NIS.
Questi criteri sono:

1. la sensibilitd a concentrazioaM di ioduro extracellulare;

2. l'effetto inibitorio del perclorato;

3. la dipendenza dal gradiente di sodio;

4. laregolazione da parte dellormone TSH.
Lo ioduro extracellulare provoca un decremento adéiliorescenza in cellule FRTL-5 che
esprimono YFP-H148Q/1152L, con una dipendenza dallecentrazione bifasica e con costanti
di affinita rispettivamente di 3g6M e > 1 mM.
Secondo misure elettrofisiologiche delle corremtiatte da ioduro in cellule FRTL-5 o in cellule
non tiroidee trasfettate con NIS e secondo gliistidptakecon ioduro'®|, la K, del NIS per
lo ioduro e in effetti circa pari a 3tM (9, 14, 168, 170).
In questo studio le esposizioni a ioduro sono s#ettuate isotonicamente, sostituendo I'NaCl
extracellulare con Nal equimolare. Per soluziomteaenti ioduro < 1 mM la sostituzione di
NaCl con Nal non provoca che variazioni trascuratglla concentrazione di cloruro e gli effetti
sulla fluorescenza possono essere attributi solalfiaccumulo di ioduro. Tuttavia le soluzioni
che contengono concentrazioni di ioduro > 1 mM @nésno una ridotta concentrazione di
cloruro e le variazioni di fluorescenza riflettogb effetti combinati dell’influsso di ioduro e
dell'efflusso di cloruro (scambio’/Cl). La componente ad alta affinita delle variaziai

fluorescenza indotte da iodupd/ € quindi consistente con un influsso di iodusniite il NIS,
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mentre la componente a bassa affinita attivataodaro mM puo riflettere uno scambi@al
attraverso altri canali o trasportatori.

L’inibizione del NIS mediata dal perclorato o dalimmozione del sodio extracellulare previene i
decrementi di fluorescenza indotti da basse coreaphi di ioduro (<1 mM) nelle cellule
FRTL-5. Queste osservazioni sono consistenti combizione delluptakedi ioduro e delle
correnti indotte da ioduro in cellule FRTL-5 (o éellule non tiroidee trasfettate con NIS) che
abbiano subito le stesse manipolazioni (9, 14, 188, 27, 28).

Il perclorato, inoltre, provoca la perdita dellawo radioattivo accumulato in cellule FRTL-5
(170) e nel presente studio causa una reversioneangiamenti di fluorescenza indotti dallo
ioduro.

In assenza di organificazione dello ioduro I'espiosie a perclorato provoca la fuoriuscita dello
ioduro dalla ghiandola tiroideia vivo. questo fenomeno € alla base del “€ld@ischarge test”,

utilizzato per individuare nei pazienti eventuafetti di organificazione dello ioduro (22).

Il TSH e il principale ormone capace di regolarduezioni della ghiandola tiroidea: € proprio
I'attivazione dei recettori del TSH che nelle ctldollicolari provoca la sintesi e la secrezione
degli ormoni tiroidei. Il TSH €& necessario per nesrgre la capacita delle cellule FRTL-5 di
accumulare e concentrare ioduro nel citoplasmaremiazione dell’ormone dal terreno per una
settimana provoca una perdita di questa capadtagalimostrato da studi diptakecon?°|
(170). Il TSH regola biptakedi ioduro tramite meccanismi trascrizionali, e ptyascrizionali
che includono la regolazione della trascrizione'd&®NA di NIS, la sintesi della proteina
stessa, l'indirizzamento e la ritenzione del trasgiore sulla membrana plasmatica (31). |

risultati del presente studio sono in accordo clrefetti riportati sull'attivita per il TSH sul

NIS. La rimozione del TSH dal mezzo di coltura éelellule FRTL-5 per 7 giorni provoca una
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perdita pressoché completa della risposta della-ME®8Q/I1152L a ioduro 10QtM, ossia ad
una concentrazione di ioduro selettiva per il tes8pmediato da NIS.

La specificita dei cambiamenti mediati dal NIS aefluorescenza cellulare della YFP-
H148Q/1152L e stata ulteriormente confermata inluéel COS-7 che esprimono hNIS
ricombinante. Le cellule, cotrasfettate transiemeta con i cDNA di hNIS e YFP-
H148Q/I1152L, hanno mostrato un decremento (seesiil perclorato) della fluorescenza in
risposta a ioduro 10@M, mentre le cellule trasfettate soltanto con YFE4BQ/I152L non
hanno mostrato alcuna risposta. Questi risultatiosm accordo con la dimostrazione di un
trasporto dit?’| inibibile con perclorato in cellule COS-7 tratséte con hNIS (11).

Le risposte a ioduro nelle cellule COS-7 che espnionNIS e YFP-H148Q/1152L sono risultate
minori di quelle in cellule FRTL-5, suggerendo uwello di espressione inferiore e /o una
minore attivita di NIS nel sistema eterologo.

Le misure di pHin cellule FRTL-5 con BCECF (non sensibile agbggnuri) dimostrano che lo
ioduro extracellulare di per sé non altera il plgH intracellulare) confermando che la
soppressione della fluorescenza cellulare della -MER8Q/I152L in presenza di ioduro
extracellulare non é dovuta ad un effetto indirdatierazione del pH citoplasmatico) ma &

evidentemente dovuta all'interazione diretta trarateina fluorescente e I'anione.
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52. DALLE VARIAZIONI DI FLUORESCENZA ALLA CONCENTRAZIONE

INTRACELLULARE

Calibrazioni intracellulari della fluorescenza de¥FP-H1480Q/1152L

Le proteine YFP sono sensibili al pH, dato chentiseo della protonazione dell’estremita
fenolica del cromoforo triaminoacidico (153). Questaratteristica puo essere sfruttata per
monitorare il pH citoplasmatico e degli organefi cellule singole (141, 147)uttavia, nel
saggio qui sviluppato, quespaoprieta rappresenta un aspetto potenzialmenteati®| poiché
apre alla possibilita che eventuali perturbazialigH alterino le risposte di fluorescenza della
YFP-H148Q/1152L indotte dallo ioduro. | meccanistramite i quali le variazioni del pH o il
legame agli alogenuri perturbano la fluoresceniie &P sono strettamente collegati. Difatti e
stata osservata un’interazione cooperativa positigal’alogenuro ed il protone: il legame
dell'alogenuro sembrerebbe facilitare la protonagie vice versa (153). Gli alogenuri, in effetti,
sopprimono la fluorescenza delle varianti YFP lefyen ad un unico sito vicino al cromoforo,
alterandone I'ambiente elettrostatico e producemdaambiamento nella pkapparente (153,
148). Utilizzando la YFP-H148Q/1152L come sensommptasmatico € dunque opportuno
effettuare dei controlli (misure indipendenti defip poiché alcuni trattamenti con farmaci o
altre manipolazioni volte ad alterare lattivital €IS o di altri trasportatori per lo ioduro
potrebbero indirettamente modificare le risposi&ar@bne alterando il pH Inoltre anche le
variazioni fisiologiche (tra diversi cloni o lineeellulari) del pH o della concentrazione
intracellulare di cloruro potrebbero esercitareinfhienza sulle misure effettuate con la variante
YFP-H148Q/1152L. In particolare, € opportuno tenento di tali influenze qualora si intenda

guantificare accuratamente I'effettiva concentraeiai ioduro intracellulare sia per valutare
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I'effetto di un trattamento farmacologico sul tragp dell’anione che per confrontare modelli
cellulari differenti o semplicemente diverse comgiiz di coltura. A tale scopo sono state
realizzate le curve di calibrazione della YFP-H1A8GQRL al variare di questi parametri
singolarmente ed in combinazione, all'interngahgefisiologici.

Le misure di pK e K, effettuate dapprima in soluzione su lisati deduwiti, sono risultate
compatibili con le osservazioni precedenti su YWFRQ/I152L purificata d&. coli (163) e
con l'ipotesi di un legame cooperativo alogenuraae nella cavita dbinding (153). Volendo
pero tenere conto anche dell’effetto di una matdomplessa come il citoplasma di cellule di
mammifero, si € ritenuto opportuno eseguire miglirealibrazione intracellulari direttamente in
tireociti intatti, permeabilizzati selettivamentencspecifici ionofori. All'interno delle cellule
FRTL-5 la fluorescenza della YFP-H148Q/I1152L viempressa da cloruro e ioduro in modo
pH-dipendente. La sensibilita della YFP-H148Q/I15@Iminuisce alllaumentare del pH per
entrambi gli alogenuri, tuttavia la selettivita iod vs cloruro non dipende dal pH e si mantiene
costante con un valore circa pari a 20 (entroamgedi pH intracellulare tra 6.8 e 7.4). Questi
risultati, assieme all'osservazione che l'affinitélla YFP-H148Q/I1152L per lo ioduro tende a
diminuire in presenza di concentrazioni cresceniti ctbruro, sono consistenti con la
competizione per uno stesso sito di legame deathgenuri.

La YFP-H148Q/1152L purificata d&. coli mostra una selettivita per lo ioduro maggiore @i 4
volte, con costanti di affinita di 1.9 mM per ladiaro e 85 mM per il cloruro a pH 7.35 (163). La
minore selettivita osservata in cellule FRTL-5 perioduro vs cloruro (circa 20) potrebbe
riflettere una modulazione delle proprieta di flesrenza dovuta all’'ambiente intracellulare delle
cellule di mammifero. Questo sottolinea ulteriorteetiimportanza di effettuare calibrazioni

intracellulari dei sensori per ioni.
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In conclusione, un qualsiasi farmaco, capace athgsedi provocare una variazione del pH
intracellulare di 0.2 unita o di raddoppiare la cantrazione intracellulare di cloruro, potrebbe
provocare una variazione del 15-20% dell'intenditduorescenza a prescindere dagli effetti sul
trasporto di ioduro. In un protocollo dcreeningper individuare farmaci capaci di modulare i
flussi di ioduro, questa eventualita dovrebbe esséfrontata prevedendo controlli indipendenti
(testando l'effetto del farmaco sulla fluorescenzlulare della YFP-H148Q/1152L o del
BCECF prima dell’'esposizione a ioduro).

Le perturbazioni sopra menzionaispH = 0.2 unita, raddoppio del [}, qualora presenti,
produrrebbero variazioni intorno al 30% anche redbre della K (costante di affinita per lo
ioduro) in cellule FRTL-5, volendo tener conto diegto tipo dbias sarebbe quindi opportuno

qguantificare i valori [Cl; o pH nelle specifiche condizioni di lavoro.

Concentrazione intracellulare di cloruro ejpH

La concentrazione intracellulare di cloruro in gkl FRTL-5 e stata stimata monitorando le
variazioni di fluorescenza della YFP-H148Q/I152L $eguito alla rimozione del cloruro
extracellulare (e di conseguenza di quello intlatak), tenendo sempre in considerazione
I'effetto (misurato indipendentemente) che la rilooe del Cl pud provocare sul pHQuesto
approccio e stato utilizzato per stimare la coneadne intracellulare di cloruro in cellule HEK
293 Phoenix, che esprimono il canale anionico peadr la variante della YFP EYFP (183).

Per un dato livello di espressione della YFP-H14882L la fluorescenza a riposo riflette un
bilanciamento tra la concentrazione intracelluldrecloruro ed il pH Dal momento che la
rimozione del cloruro puo alterare il pHieffetto di unmediumprivo di cloruro sul pkHe stato

determinato indipendentemente, utilizzando comeladdCECF. Il pH delle cellule FRTL-5
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misurato con BCECF e risultato circa pari a 6.@4aementa di 0.17 unita durante la perfusione
con unbuffer privo di cloruro. Le misure riportate in letteredudel pH in cellule FRTL-5
eseguite con la sonda BCECF forniscono stime diqoirhpresi tra 7.1 e 7.@84, 185, 186).
Questa variabilita probabilmente & dovuta a difieeenelle condizioni di coltura delle cellule e
nella composizione dehediumdurante le misure di pH.’aumento del pHin cellule private del
cloruro potrebbe essere il riflesso dell’attivittuwtho scambiatore Cbase (probabilmente uno
scambiatore CIOH, dato che gli esperimenti sono stati condotti ma $oluzione priva della
ione HCQ). Un possibile candidato & proprio SLC26A4 (pemdy che viene espresso nelle
cellule FRTL-5 (2) ed e capace di scambiare cloeu@H (4). Difatti le cellule HEK-293 che
esprimono la pendrina, se mantenute imadiumprivo di HCQ, rispondono alla rimozione di
cloruro con un aumento del p#i approssimativamente 0.2 unita (4). Altri trasptori capaci di
mediare lo scambio cloruro/Okhcludono SLC26A3 (187) e SLC26A6 (188), tuttalaaloro
presenza nelle cellule tiroidee non e stata al nmboneportata.

La perfusione di cellule FRTL-5 che esprimono YFP4BQ/1152L con urmediumprivo di
cloruro ha provocato un notevole incremento ddllarescenza a riposo (pari circa al 50%). Tale
incremento riflette dunque un aumento de| pbine pure una perdita del cloruro intracellulare.
Sottraendo a tale incremento il contributo datd’alaihento del pHe attribuendo l'effetto
residuo alla fuoriuscita di Clil cloruro intracellulare in cellule FRTL-5 a opo € stato stimato
circa pari a 14 mM. Il potenziale a riposo dellanmbeana delle cellule tiroidee follicolari e
compreso tra -60 e -70 mV (189, 190), suggerenédakoncentrazione intracellulare di cloruro
e in effetti pari o poco superiore al suo equibbeiettrochimico secondo I'equazione di Nernst.
Questa misura é consistente anche con i valoritapger le attivita del cloruro cellulare nelle
ghiandole tiroidee di tartaruga (tra 12.6 e 17.0 )nmMsurate con microelettrodi ione-selettivi

(191). Il valore calcolato nel presente lavoro éltie assai simile alle stime di concentrazione
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intracellulare di cloruro nelle ghiandole tiroidesi roditori (192) effettuate utilizzando

radioisotopi (14 mM).

Quantificazione dell’accumulo di ioduro in celllHRTL-5

Lo ioduro extracellulare induce una diminuzione @artrazione-dipendente della fluorescenza
della YFP-H148Q/1152L in cellule FRTL-5 che, conigortato, € dovuta all'influsso di ioduro
tramite il NIS. Disponendo delle stime di pld di cloruro intracellulare le variazioni di
fluorescenza della YFP-H148Q/1152L indotte dallodum possono essere convertite in
variazioni assolute di concentrazione di iodurdjzzando un appropriato valore della costante
di affinita della YFP-H148Q/I152L per lo ioduro. Valore della costante puo essere scelto tra
guelli calcolati grazie alle curve di calibrazioméracellulare costruite (K= 3.5 mM a pH 7 e di
presenza di cloruro 15 mM, per le FRTL-5). Le risjgodi fluorescenza a concentrazioni di
ioduro selettive per un trasporto mediato dal Ni8a(volta convertite in termini di variazione
della concentrazione di ioduro intracellulare) pettono il calcolo della K e della \laxespressa

in termini dipM/s.

La velocita iniziale di influsso dello ioduro mastuna cinetica di saturazione rispetto alla
concentrazione extracellulare di ioduro, con upgolri a 28uM e consistente con i valori diK
compresi tra 27 e 36M riportati per luptakedi **7 in cellule FRTL-5 ed in cellule non tiroidee
trasfettate con NIS (9, 168, 170).

Anche la concentrazione intracellulare di ioduro pmossimita dell’equilibrio aumenta
iperbolicamente con la concentrazione di ioduroaedilulare, raggiungendo nelle FRTL-5 un

livello massimo pari a 3 mM. Questo livello di eldurio riflette il bilanciamento tra l'influsso
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mediato dal NIS saturato e I'efflusso che a questeentrazione dovrebbe essere efficacemente
mediato dalla pendrina (71, 2) ed eventualment&tdacanali o trasportatori.

In presenza di basse concentrazioni di ioduro ealitdare (>100uM), ossia a concentrazioni
piu vicine ai tipici valori plasmatici di 0.1-0.8M, lo ioduro viene concentrato nelle cellule
FRTL-5 60-70 volte rispetto alla concentrazioneesm dopo appena 5 minuti dall’esposizione.

Il valore del rapporto tra le concentrazioni ing extracellulari riportato da Weis$ al. 1984,
ottenuto tramite misure diptakedi ioduro radioattivo, € pari a 30 (171). A tabposito € pero
opportuno ricordare che le misure effettuate calorgotopi necessitano di una fase di lavaggio
delle cellule per rimuovere la radioattivita exethglare prima della misura. Nel intervallo di
tempo che trascorre si puo avere un efflusso di fuezEone non trascurabile dello ioduro
intracellulare. Inoltre per convertire I'attivitaisarata in termini di concentrazione & necessaria
anche una stima del volume cellulare. Questi faftossono giustificare la differenza con la
misura piu diretta ottenuta utilizzando la sondeacellulare fluorescente YFP-H148Q/I152L ed

il saggio qui descritto.
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5.3. LA YFP-H148Q/1152L COME BIOSENSORE PER IL TRASPORTO DI PERCLORATO

Il perclorato e il piu potente agente antitiroideonché un diffuso contaminante ambientale. |
sali di perclorato sono utilizzati nel propellenper missili, nei fuochi dartificio e nei
fertilizzanti. Il perclorato risulta essere un caminante delle acque potabili, superficiali e di
falda in diversi Stati americani, con concentrazicomprese tra i 4 e i 18 ug/litro (19295).
Queste osservazioni hanno sollecitato I'interessamdi diverse agenzie regolatorie negli Stati
Uniti. La dose ingerita giornalmente tramite le @eqgisulta essere considerevolmente inferiore
alle dosi un tempo utilizzate per il trattamentdl'geertiroidismo (centinaia di milligrammi),
tuttavia l'elevata sensibilita del NIS al perclarad stata chiaramente dimostrata nella tiroide:
una bassa dose pari a 1§/Kg/die somministrata a volontari sani per 14 giorni dinigte

significativamente I'accumulo di ioduro radioattinella tiroide (196).

La dose limite per il perclorato (RfD, ReferencesBpindicata dalla National Academy of
Science (NAS) e di 0.pg/kg/die (197) ed e circa 20 volte meno stringente di gquiltlicata
dal’EPA (Enivironmental Protection Agency) (198el caso di acque potabili particolarmente
contaminate da perclorato (1@/l) questa dose puo essere assunta da un adeltcoclsumi 2
litri di acqua (circa 400 nmoli). Si consideri peonfronto che la dose giornaliera di ioduro
consigliata per una gestante € pari circa a gOossia 1-2u moli (202) e che le normali
concentrazioni plasmatiche di ioduro sono pari 880 nM (3). E’ tuttavia opportuno ricordare
che anche altri inibitori competitivi del traspodoiodurovia NIS, come N@ e SCN, presenti

nei cibi e nelle acque potabili a concentrazionthensuperiori possono esercitare un’azione

antitiroidea certamente non trascurabile (202).
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Si e ritenuto a lungo che il perclorato fosse toagio attraverso il NIS all'interno delle cellule
follicolari tiroidee (17, 25). La possibilita chieperclorato venga trasportato nelle cellule tiesd
follicolari € perdo ancora materia di ipotesi e diogee di dibattito (169, 28). Infatti, mentre
diversi anioni, quali Cl@, SCN, SeCN, NO;s, Br, BF, 104, BrOs (14), inducono una corrente
elettrica continua entrante negli oocitiXttnopus laevishe esprimono NIS, il perclorato non e
in grado di generare correnti. Cio sembra suggehieeil perclorato non sia traslocato all’interno
degli oociti, anche se non puo essere esclusagpdrto elettroneutro. E’ stato suggerito che gli
esperimenti condotti con radioisotopiGl-perclorato), dove appare chiaro il trasportara#rno
delle cellule (17), siano stati male interpretatato che il clorato € un sottoprodotto della
reazione impiegata per sintetizzare chimicamementlorato e, visto che il clorato e certamente
traslocato dal NIS nella cellula (26, 14), sareljoest’ultimo, piuttosto che il perclorato, a
render conto della presenza di radioattivita nelscil dei tireociti.

Poiché il perclorato non induce correnti entrargppure in cellule FRTL-5 (27) o in cellule
CHO (Chinese Hamster Ovary cells) che esprimarnistante NIS (28) e stato suggerito che il

perclorato non venga trasportato attraverso il N&He cellule e che agisca piu come un

bloccante che come substrato (28).

La possibilita di utilizzare la YFP-H148Q/1152L cersensore intracellulare per il trasporto del
perclorato e stata sostenuta dall'osservazionealthme varianti delle YFP possono legare nella
cavita di legame per gli alogenuri anche altri granioni (153). Ad esempio, per la variante
YFP-H148Q é stata riportata una costante di affipgr il perclorato pari a circa 20 mM (148),
ossia dello stesso ordine di grandezza della cestiraffinita di questa variante per lo ioduro.
La sensibilita della YFP-H148Q/I152L per il per@dty misurata con una curva di calibrazione

intracellulare realizzata in tireociti selettivanepermeabilizzati, € risultata sorprendentemente
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elevata e persino superiore, seppur di poco, salteibilita misurata per lo ioduro nelle stesse
condizioni (Kcios = 2.7 mM; K = 3.5 mM, a pH 7 e in presenza di cloruro 15 m@iesto dato
consente di definire la YFP-H148Q/I152L come seagmar la concentrazione di perclorato, con
una sensibilita in condizioni fisiologiche supedoa quella per gli alogenuri stessi (ioduro o
cloruro). Tuttavia, per dimostrare l'efficacia delYFP-H148Q/I152L come biosensore per il
trasporto cellulare del perclorato, e stato necessarificare che il nuovo saggio rispondesse a
determinati criteri. Questi criteri includono I'elanza di risposte misurabili rapide (entro 30 s:
t1» risposta <<ty photobleachinyy riproducibili e completamente reversibili in sé&g ad
esposizione a basse concentrazioni extracellulapgedclorato (M) in due modelli cellulari
distinti, ovvero in cellule FRTL-5 e COS-7 traséét con hNIS.

L’ampiezza delle risposte di fluorescenza della ¥WFR8Q/1152L indotte da perclorato risulta
tuttavia sensibilmente inferiore in confronto altipiezza delle risposte indotte da ioduro alle
stesse concentrazioni extracellulari e a pari@oddizioni. Questa minor risposta suggerisce una
ridotta capacita delle cellule di accumulare ilgb@rato (in altre parole un trasporto con cinetica
differente) o piu banalmente un possibile effettdiretto del perclorato sulla fluorescenza della
YFP-H148Q/1152L intracellulare, ossia un effettodiao da una diminuzione del pBl da un
aumento del cloruro intracellulare. Quest’ultimaotgsi € stata vagliata con particolare
attenzione, poiché, in preparati ottenuti a pardaetiroide di tartaruga, il perclorato parrebbe
provocare un aumento proprio della concentraziomeadellulare di cloruro tramite un
meccanismo non noto (191). Poiché le risposte tadda perclorato 1 mM in cellule FRTL-5
incubate e mantenute alternativamentdurfifer contenete cloruro o ibuffer privo di cloruro
presentano ampiezze e profili pressoché identicstado possibile escludere un effetto del

perclorato sulla fluorescenza della YFP-H148Q/I152kediato da un aumento del cloruro
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intracellulare. | test effettuati su cellule FRTLebe non esprimono YFP-H148Q/1152L, caricate

con la sonda per il pH BCECF e successivamentesesg@o perclorato, hanno permesso di

escludere d’altra parte un effetto sulla fluoregeemediato da variazioni del pH

E’ dunque possibile concludere che nelle cellul@ & esposte a concentrazioni extracellulari

di perclorato 1-100QuM operi un meccanismo capace di trasportare I'anicontro gradiente

elettrochimico allinterno del citoplasma. Nel @tasma il perclorato lega direttamente e

reversibilmente la YFP-H148Q/I1152L con unagdg pari a 2.7 mM, sopprimendone la

fluorescenza. Per stabilire se anche questo triasp@ mediato dal NIS sono stati valutati gli

specifici criteri descritti di seguito.

» Sensibilita a concentraziopM di CIO4 extracellulare

Come riportato il perclorato € uno dei piu poténtbitori competitivi del trasporto di
ioduro mediato dal NIS con una costante di inibigidS tra 1.5 e UM, misurata in una
varieta di sistemin vivo ein vitro (17, 19, 149, 27, 28). Il meccanismo di inibizione, la
similitudine di carica e del raggio ionico con lduro suggeriscono che il perclorato,
come pure altri inibitori, condividano lo stesstwdli interazione sulla molecola del NIS,
rendendo consistente l'ipotesi che un eventualgptndo del perclorato abbia affinita
nell'ordine deluM col NIS.
La costante di affinitd apparente per il trasparsservato in cellule FRTL-5 esposte a
perclorato 1-100QuM é risultata in effetti circa pari a 4JOM. Inoltre, convertendo le
risposte di fluorescenza in termini di concentragiontracellulare di perclorato, si puo
osservare come la concentrazione intracellularersupella extracellulare gia entro 1
minuto dall’esposizione. Questa osservazione eistmse con l'ipotesi di un trasporto

attivo.
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Dipendenza dall’Naextracellulare

Per gli anioni di cui si sia dimostrato un traspomediato dal NIS medianteoltage
clampeé stata osservata una corrente compatibile costecaiometria di cotrasporto di 2
Na" per 1 anione (14). La riduzione della concentragiextracellulare di Nada 145 a 5
mM ha causato una forte inibizione della rispostiotta da perclorato 1 mM in cellule
FRTL-5, dimostrando la dipendenza di questo traspial gradiente di Na

Si ricorda che l'esposizione ad anioni come petemaperclorato non induce alcuna
corrente in linee cellulari modello che esprimonoSNstudiate con metodi
elettrofiosiologici (27, 28). E' quindi possibilgatizzare nelle cellule FRTL-5 un
trasporto attivo di perclorato dipendente dal geaté di N& ma non elettrogenico.
Trasporto di perclorato in cellule COS-7 trasfettadn hNIS

Per aver conferma che il trasporto di percloratepsto sia effettivamente mediato dal
NIS, piuttosto che da altri eventuali trasportatdd” dipendenti, & stata esaminata la
specificita dei cambiamenti nella fluorescenza utate della YFP-H148Q/1152L in
cellule COS-7 che esprimono hNIS ricombinante. ékute cotrasfettate transientemente
con i cDNA di hNIS e YFP-H148Q/1152L hanno mostrato decremento della
fluorescenza in risposta a perclorato 108, mentre le cellule trasfettate soltanto con
YFP-H148Q/1152L non hanno mostrato alcuna rispd3tsesti risultati sono compatibili
con la dimostrazione riportata in letteratura diteasporto di altri ossianioni simili al
perclorato (169) misurato con radioisotopi in dellGOS-7 trasfettate con hNIS.

| risultati riportati nel presente lavoro fornisewnlunque delle evidenze dirette di un
trasporto di perclorato Nalipendente ad alta affinita mediato da NIS. Quéstsporto

permette di concentrare efficacemente il perclonglccitoplasma dei tireociti.
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Le costanti cinetiche del trasporto di percloratodeiro sono state calcolate e confrontate
in due modelli cellulari distinti (NIS endogeno leeFRTL-5 e ricombinante nelle COS-
7). L’affinita stimata per il trasporto di percléoae risultata pari o superiore a quella per
lo ioduro in entrambi i sistemi cellulari. Tuttavia velocita apparente di influsso di
perclorato e risultata significativamente inferi@iéa velocita di influsso per lo ioduro,
sistematicamente e per ogni concentrazione testagatrambi i modelli cellulari ed a
parita di ogni altra condizione. In alcuni casmésure di trasporto di perclorato e ioduro
sono state effettuate letteralmente nelle steshdlecelurante uno stesso esperimento a
distanza di pochi minuti, con esposizioni successav due anioni. Queste evidenze
rafforzano l'ipotesi di un differente meccanismotdisporto di perclorato mediato da
NIS e sono senz’altro compatibili con I'ipotesi azata in precedenza di un trasporto

elettroneutro di perclorato attraverso questo stesrasportatore (198).

La conferma del trasporto e dellaccumulo contradiggnte di perclorato nel citoplasma dei
tireociti, ed in generale in cellule che esprimoNts, suggerisce che questo anione possa
competere col trasporto e 'accumulo di ioduro soio a livello dei follicoli tiroidei. E’ infatti
possibile che il perclorato competa col trasperitaccumulo di ioduro anche a livello di altri
distretti, come le ghiandole salivari e la mucoaatgca, che si ipotizza regolino I'assorbimento
e la disponibilita dello ioduro garantendone iingolo enterotiroideo (48). In altre parole anche

guesti distretti potrebbero essere interessatndacaumulo di perclorato nel citoplasma.

Il dibattito circa il livello massimo accettabild duesto contaminate ambientale nelle acque
potabili e dell'eventuale trasporto mediato da KI&cceso dai maggiori rischi potenziali per il

feto, il cui sviluppo neuronale corretto e partaoohente sensibile ai livelli di T4 circolante
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materno (199)e per il neonato che sarebbe esposto al percloatate il latte materno (200,
201). La ghiandola mammaria, infatti, esprime NUBashte la lattazione (47), quindi il neonato
potrebbe ricevere una dose inferiore di ioduroedéatto dell'inibizione del perclorato a livello
della ghiandola mammaria (201) e, allo stesso tenyp@ quantita di perclorato capace di

interferire con il successivo utilizzo dello ioduroevuto.
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5.4.VVANTAGGI ED APPICAZIONI DEL NUOVO METODO

L’acquisizione di immagini di fluorescenza con YAR48Q/I152L consente di monitorare le
rapide variazioni della concentrazione intraceheldi ioduro o perclorato nelle cellule FRTL-5.
Nelle cellule FRTL-5 I'esposizione a ioduro o perelto extracellulare provoca la diminuzione
della fluorescenza della YFP-H148Q/1152L entro D0 Gli studi effettuati con traccianti
radioattivi misurano tipicamenteuptakedi ioduro o di altri analiti su periodi che vanna d
pochi minuti a piu di un’ora (9, 168, 169, 170)oma inaccurati per intervalli di tempo inferiori,
poiché richiedono la rimozione della radioattivéatracellulare. Il saggio a fluorescenza qui
sviluppato €& quindi particolarmente utile per d@tfate misure nei primi istanti dall’esposizione a
ioduro, che difficilmente potrebbero essere studian radioisotopi.

| saggi basati su tecnicheidiagingcellulare consentono misure su singole cellulerenpgono

di evidenziare eventuali differenze funzionali ti@ cellule di una popolazione. In una
popolazione di cellule FRTL-5 e stata infatti mesiar una variazione di 3 volte nella velocita
iniziale di influsso di ioduro tramite il NIS (misata comeARF/At) e una variazione di 2 volte
nello ioduro accumulato nel citoplasma (misuratmedRFsni)), @ concentrazioni costanti di
ioduro extracellulare. Queste variazioni non soonodtate con la fluorescenza a riposo e cio
suggerisce che l'espressione della YFP-H148Q/I168h influenza di per sé le cinetiche di
trasporto.

Benché sia la fluorescenza della YFP-H148Q/I115%ipaso che le variazioni di fluorescenza
indotte dallo ioduro siano entrambe influenzateptd| € piuttosto improbabile che le differenze
di pH; fisiologiche tra cellula e cellula possano rendeoato delle notevoli differenze tra le

singole cellule nella fluorescenza a risposo A/ At e nelARFsmin misurati.
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La capacita di monitorare I'accumulo di ioduro imgole cellule puo risultare utile per la
caratterizzazione del trasporto di ioduro in cdtprimarie di tireociti umani, dove il numero di
cellule disponibili da studiare risulta spesso tante. Le colture primarie rappresentano infatti
una popolazione eterogenea di fenotipi celluldregpressione transiente di YFP-H148Q/1152L
potrebbe consentire la caratterizzazione nell'édtivdei trasportatori di ioduro in una
popolazione di cellule con capacita eterogeneadiraulo di questo anione. Ad esempio, nella
ghiandola tiroidean vivo I'espressione di NIS non e uniforme: nel tessudomnale circa il 20-
30% delle cellule follicolari appare immunoreattiab NIS (86). Il saggio potrebbe essere
efficacemente utilizzato anche per distinguere rs@ventuale trattamento farmacologico sia in
grado di aumentare lattivita specifica dei tirdbathe gia esprimono NIS piuttosto che
modificare la percentuale delle cellule che espnind trasportatore. L'ostacolo principale
nellapplicazione del saggio a fluorescenza a celtprimarie risiede nella difficolta di
trasfezione presentata da queste cellule. Tuttgquiesta difficolta potrebbe essere superata
utilizzando per il trasferimento genico un vettomale: per esempio con un vettore adenovirale
per I'espressione del gehacZin cellule tiroidee umane normali e stata ripatan’efficienza

di trasduzione del 95% (175). Il trasferimento nagmlida vettori adenovirali permetterebbe
inoltre I'espressione tipo-cellulare specifica percellule tiroidee in colture primarie di tiredcit
umani, utilizzando il promotore per la tireoglomaied un sistema Cre/loxP (176). Dato che
I'imagingcellulare consente di monitore il trasporto ed@mulo di ioduro nelle sole cellule che
esprimono YFP-H148Q/1152L é necessaria un’elevfftaienza di trasduzione per assicurare
che le cellule fluorescenti siano rappresentateléictera popolazione. L'espressione transiente

della YFP-H148Q/1152L, mediata da vettori virali aolture primarie derivate da carcinomi
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tiroidei, potrebbe consentire la caratterizzazideecambiamenti nell’attivita di NIS nelle cellule
neoplastiche.

Questo aspetto riveste una particolare rilevanpasiderando che circa il 33% dei tumori
tiroidei metastatici e la totalita dei tumori arestlici perdono la capacita di accumulare ioduro
radioattivo (216, 207) ed al momento non sono digph trattamenti efficaci per i pazienti con
gueste forme tumorali aggressive.

I meccanismi che provocano una riduzione o addigttassenza di attivita del NIS nelle cellule
tumorali possono essere diversi. Questi infattilsamo includere pressoché tutti i passaggi che
portano all’espressione della proteina attiva, apsdalle alterazioni epigenetiche fino ad
alterazioni dell'indirizzamento sulla membrana plasica. Sono state riportate infatti per tumori
tiroidei alterazioni dello stato di metilazione dgkne codificante NIS (87), riduzioni
dellespressione dei fattori di trascrizione (21&11, 215, 212), decrementi o comunque
alterazioni dei livelli di mRNA (85, 89, 91&d anche alterazioni nella glicosilazione (91).
Tuttavia, da studi di espressione e localizzaziem® dei meccanismi che potrebbe avere un
impatto particolarmente rilevante nella riduzioredl'dttivita del NIS nei tumori piu aggressivi
parrebbe essere propriotdrgetingnon corretto verso la membrana plasmatica (2214jilizzo

del trasferimento genico di NIS per rendere divapsidi tumori sensibili alla terapia con iodio
radioattivo sta quindi ricevendo un’attenzione cesge (177).

E’ stato inoltre proposto I'impiego del NIS comeporter per 'imagingdell’espressione genica
in vivo tramite scintigrafia (178), per valutare il sug®sei trapianti di mioblasti (179) e per
monitorare la migrazione delle cellule stamina83)L

L’ imagingcellulare con YFP-H148Q/I152L potrebbe rivelarsieuanche per un saggio vitro
attraverso cui stimare la percentuale di succestdrasferimento genico del NIS tramite la

misura della proporzione di cellule che effettivautiee presentano un’attivita mediata dal
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trasportatore. Questo non € possibile utilizzardioisotopi, poiché misuranauptakedi ioduro

in campioni contenenti migliaia di cellule di cuipessere studiato solamente il comportamento
medio.

Il saggio di fluorescenza qui presentato potrebimdtre essere utile nel testare la capacita di
promotori tessuto-specifici di indurre selettivatee’espressione del NIS in specifici tipi
cellulari. Per esempio I'espressione mirata del BliSecessaria per la terapia genica del cancro
per limitare la radioablazione cdfli alle sole cellule maligne.

Inoltre la YFP-H148Q/I152L puo essere utilizzatan soltanto per studiare il trasporto di ioduro
tramite il NIS, ma anche per caratterizzare i pesicdi efflusso dell’anione. Il livello della
fluorescenza all’equilibrio, in presenza di ioduegtracellulare, riflette il bilanciamento tra
influsso ed efflusso di ioduro nella cellula. Blaodo [I'ulteriore influsso di ioduro con
un’aggiunta di perclorato o in alternativa rimuosienlo ioduro extracellulare, si osserva il
recupero della fluorescenza dovuto all’'efflussaodiuro. Diversi possono essere i percorsi che
mediano l'efflusso di ioduro, tra questi si possaritare la pendrina (2), un'efflusso Ga
dipendente stimolato dal TSH (15), e un canald Glttivato dal TSH/CAMP (180). Inoltre i
tireociti esprimono trasportatori per il cloruropnee il CFTR (181) e CICC-5 (182), che
potrebbero direttamente o indirettamente influeaz&fflusso dello ioduro. La misura in tempo
reale della concentrazione intracellulare di iodpeomette di quantificare le velocita di influsso
ed efflusso nel corso di uno stesso esperimentevedtualmente nella medesima cellula (cosa
che non e possibile con i traccianti radioattive),questo puo effettivamente facilitare la
caratterizzazione dei percorsi di efflusso nelltuézin coltura.

Il ruolo di specifici canali e trasportatori pucsese studiato utilizzando inibitori farmacologici o

modificando I'espressione genica con tecniche noddgiccome I’'RNAinterference
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Visto che la YFP-H148Q/I152L consente misure dspato cellulare anche del perclorato, €
possibile che la YFP-H148Q/1152L stessa o variditerse possano essere sviluppate per lo
studio del trasporto di altri anioni di rilevanzalbgica.

Una della principali applicazioni dei saggi a flescenza nasce dalla loro adattabilita alle
piattaforme high-throughput per lo screening di farmaci. Lo screening di una libreria
combinatoriale di piccole molecole organiche con saggio cellulare basato sulla YFP-
H148Q/1152L ha consentito lidentificazione di nwownolecole capaci di correggere |l
processamento cellulare e la funzionalita del eankflettivo AF508-CFTR. Queste molecole
potrebbero rivelarsi utili nel trattamento dell&drbsi cistica, causata dalla mutaziohE508
(174, 173).

Composti che favoriscono laccumulo di ioduro nelk&oide attraverso ['aumento
dell’espressione, dell'indirizzamento in membranded’attivita di NIS potrebbero essere utili
nel ripristinare I'efficacia della terapia cotl in pazienti con tumori tiroidei non responsivi.

Il NIS nei tumori extratiroidei, quando e espresssylta prevalentemente intracellulare (172) e
gli agenti che ne promuovano la localizzazioneupesficie potrebbero essere utili nel rendere
questi tumori suscettibili althaginge all'ablazione con iodio radioattivo. Inoltrearaposti che
inibiscono I'efflusso di ioduro potrebbero essetié nel’aumentare la ritenzione delfd!i nelle
cellule tumorali tiroidee metastatiche e nelle wWellnon tiroidee che esprimono NIS endogeno
(tumori della mammella) o che esprimono NIS in $®&ga terapia genica. In queste cellule
l'assenza della struttura del follicolo e quindilldeganificazione dello ioduro provoca una
rapida perdita della radioattivita cellulare, liemtdo percio I'efficacia della radioterapia.
L’identificazione di composti che alterino le rigte indotte dallo ioduro in un saggio cellulare

basato sulla YFP-H148Q/1152L dovrebbe essere seglattest successivi per eliminare gli
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eventuali falsi positivi. Questi saggi includono rfasura del pH per escludere cambiamenti
della sensibilita della YFP-H148Q/1152L allo ioduneediati da alterazioni del pH, e misure
della fluorescenza della YFP-H148Q/I152L in solm=p per escludere eventuali interazioni
dirette del composto con la proteina fluoresce@mnsiderate queste precauzioniskyeening
high-throughputcon YFP-H148Q/I152L potrebbe essere utile pertitieare i composti capaci
di modulare i flussi di**!i nelle cellule bersaglio per la diagnosi ed ilttamnento dei tumori
tiroidei ed extra tiroidei.

In conclusione la YFP-H148Q/1152L rappresenta uonm@ttente biosensore per lo studio dei
trasportatori dello ioduro nonché uno strumentmuativo per investigare I'attivita del NIS e

identificare nuovi composti terapeutici per il teahento del trasporto difettivo di ioduro.
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GLOSSARIO

BCECF: derivato della fluorescina sensibile al pH

BCECF-AM: precursore esterificato del BCECF

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane ConductancelBtxy

CHO: Chinese Hamster Ovary cells

COS-7: African Green Monkey Kidney Fibroblast Cells

Fo: intensita di fluorescenza a riposo

FP: Fluorescent Protein

FRTL-5: Fischer Rat Thyroid cells

GFP: Green Fluorescent Protein

HBS: HEPES Buffered Saline

hNIS: Human Sodium lodide Symporter

Nigericina: ionoforo per K H*

NIS: Sodium lodide Symporter

PBS: Phosphate-Buffered Saline

pH:: pH intracellulare

RF: fluorescenza relativa per ogni istante temgofBF() = F(t)/ Fo(t))
TBT: tributilstagno, ionoforo per alogenuri/G8I0,

TSH: Thyroid- Stimulating Hormone

Valinomicina: ionoforo per K

YFP-H148Q/1152L variante della Yellow Fluorescemtein sensibile agli alogenuri

ARF/At: velocita iniziale (massima velocita) di variazéodi fluorescenza

ARFshin: decremento della fluorescenza in prossimitdetglilibrio misurato dopo 5 min
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