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La crescita dei progenitori emopoietici dipendelenda fattori a regolazione negativa,
tra questi sono compresi il fattore di necrosi ttede (TNF- ), le prostaglandine, il

fattore di trasformazione neolpasticdTGF- ) e gli interferoni (INFs) [1].
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1978 e da allora vengono distinti in due clasgourinocettori P1, il cui principale
ligando naturale € I'adenosina e i purinocettorj &2juali si legano ATP, ADP, UTP e

UDP [38]. Questa distinzione si basa, oltre chéasspecificita per i vari ligandi, sulla
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diversa struttura molecolare e sulle diverse vieseljnale che vengono attivate dai

recettori stessi.

La famiglia deirecettori P1 comprende i recettori & Aza, Azg, and A Identificati
mediante studi di tipo molecolare, biochimico enfacologico, questi recettori sono
stati clonati in numerose specie e sono stati atijdain particolare, nel sistema nervoso,
nelle cellule immunitarie e nelle piastrine. Tuttrecettori P1 sono formati da sette
domini transmembrana (TM) accoppiati a proteinefi@ufa 3). Questi recettori non

verranno presi in considerazione in questo studio.

Oggetto di questo studio, sono inveceecettori P2. Questa famiglia recettoriale é
suddivisa, in base a caratteristiche molecolarigdule sottogruppi: i recetto®2X ei
recettoriP2Y (figura 3).

Recettori P2YQuesti recettori sono proteine a sette elichestraambrana,

composte da 328-379 aminoacidi, i cui domini casbas amino- terminali si trovano a
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livello intracellulare ed extracellulare, rispetimente. Sono recettori accoppiati a
proteine G e le via di segnale attivate dalla lstimolazione coinvolgono I'attivazione
della fosfolipasi C e l'inibizione/attivazione dellenilato ciclasi. Ad oggi sono stati
clonati 8 sottotipi recettoriali P2Y: P2YP2Y,, P2Y,, P2Ys, P2Yi1, P2Y1o, P2Yi3,
P2Y14.

Tutti i recettori P2Y sono attivati dal’ATP, ma eacettori P2¥ e P2Y,I'UTP si lega
con maggior affinita, mentre per il PZR i due ligandi sono equipotenti. LUTP ¢
inattivo sul recettore P2Ysul quale si lega invece I'ADP e in maniera menimaf
'ATP. L’'UTP é inattivo anche sul recettore PgYal quale si legano invece ATP e
ADP. Lo studio dei recettori P2Y e stato, negliiatimitato dalla mancanza di specifici
anticorpi per i vari sottotipi recettoriali e dalkcarsa disponibilita di antagonisti
specifici [39] [40].

Recettori P2XQuesti recettori sono canali ionici che mediaambiamenti
veloci e transienti della permeabilita della memilaragli ioni mono e divalenti (Na
K* e C&"). Inizialmente sono stati clonati nelle cellulecieabili e successivamente &
stato dimostrato essere canali ubiquitari.

Strutturalmente sono formati da subunita contenedtie domini idrofobici
transmembrana, le cui estremita amino- e carbtssiinale si trovano nel citoplasma
cellulare (Figura). Tali subunita si assemblancoemfire omo- ed eterodimeri che
costituiscono la struttura recettoriale vera e peopAd oggi sono stati clonati sette
sottotipi recettoriali P2X: P2X P2X, P2Xs, P2Xs, P2X%, P2X;.

In seguito all’attivazione dei recettori P2X med&ardegame con ATP, un rapido

influsso di ioni N& e C&"* associato all'efflusso di ioni Kinduce la depolarizzazione
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della membrana plasmatica che porta all'incremeieita concentrazione citosolica di
ioni C&*. Il brusco cambiamento dell’lomeostasi ionica atéino della cellula attiva
una serie di messaggeri intracellulari e pathwasednale che non sono ancora del tutto
chiariti. Anche se la disponibilita e limitata, €8ino in commercio alcuni anticorpi
utilizzabili per lo studio di questa famiglia dicegtori (in particolare, Abs contro P2X
P2X4, P2X7). Oltre al proprio ligando naturale, sodisponibili alcuni agonisti o
antagonisti specifici che permettono lo studiolduai recettori, vorrei citare tra questi

il PPADS, inibitore non competitivo dei P2X e I'@kzedATP e il KN-62, inibitori

specifici del P2XR [40] [39].

2 %1% % ) ")

Il signaling purinergico nel’lemopoiesi € stato dampente studiato, soprattutto a livello
delle cellule terminalmente differenziate; ed écstasservato essere implicato nella
regolazione di molte funzioni cellulari incluse d@gregazione piastrinica [41], la
chemotassi [42] [43], il differenziamento, la mortellulare e [lattivita pro-
inflammatoria [44].

Ad esempio, i progenitori mieloidi rispondono akéimolazione con ATP e UTP
modulando le proprie funzionalita. E’ stato dimasir che il recettore P2Yviene
espresso per tutto il percorso maturativo da prbgiena neutrofilo maturo, nel quale
partecipa poi ai processi di migrazione e degramoihee. Altro esempio é rappresentato
dal recettore P2)X la cui stimolazione nei monociti favorisce il difémziamento in

cellule dendritiche e incrementa la secrezionetdchine come l'interleuchina-1
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L’azione citotossica dei nucleotidi sembra invessese legata prevalentemente ai
recettori P2X4 e P2X7 [40]. Una stimolazione prgata nel tempo di questi recettori
porta a morte cellulare per lisi osmotica, menina stimolazione intermittente induce
apoptosi. Un altro fenomeno importante in cui sarwnvolti i nucleotidi e la
regolazione del sistema immunitario. In particolaraucleotidi rilasciati dalle cellule
morenti vanno ad agire comeanger signals che stimolano in maniera autocrina e
paracrina la risposta immunitaria. E’ stato dimatstrche I'ATP e in grado di inibire la
proliferazione dei linfociti Tegolatori € di attivare invece la proliferazione dejails
evidenziando cosi il proprio ruolo di regolatord bdanciamento tra attivazione e
spegnimento della risposta immunitaria. [45]

Negli ultimi dieci anni, il nostro gruppo di ricexcha a lungo studiato il ruolo che i
nucleotidi ricoprono nella regolazione del compaento staminale emopoietico.
Abbiamo osservato che i nucleotidi sono dei fortimelatori delle CSE,
promuovendone la proliferazione e la migrazionéutale in vitro, cosi come I’homing
e I'engraftment in vivo [46] [47]. Poiché la quiesza € una caratteristica fondamentale
per il mantenimento a lungo termine del compartimestaminale, una continua
stimolazione delle CSE con alte concentrazioniddiriger signdl come i nucleotidi,
possono portare all'esaurimento del compartimenémimale. Questa osservazione
potrebbe spiegare gli effetti dannosi che un’infia@zione cronica puo avere

sull’emopoiesi.
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Il potenziale terapeutico della modulazione dehalipg purinergico € argomento di
interesse da molti anni. L'effetto antineoplastidel’ATP €& stato dimostrato per la
prima volta da Rapaport nel 1983, dimostrando &mggiunta di ATP endogeno alla
coltura di cellule di adenocarcinoma pancreatiatekcolon induceva un blocco della
crescita e un blocco del ciclo cellulare in fasg&. Al contrario e stato osservato che
'adenosina ha un effetto favorente la crescitadriaie [49]. Numerosi studi successivi
a quello di Rappaport hanno confermato gli effattiitumorali del’ATP in nhumerosi
modelli tumorali: tumori epiteliali, cancro allareece, cancro dell’esofago, cancro a
cellule squamose, epatoma, cancro alla prostatangle melanoma, neuroblastoma,
cancro al polmone, retinoblastoma e cancro allaxigas [50] Cosi come e ormai
confermato I'effetto citotossico dell’ATP su mditimori, & altrettanto chiaro che basse
dosi di ATP hanno invece un effetto opposto, dinppaione della crescita. A seconda
dei sottotipi recettoriali P2 espressi, le celltdenorali possono essere piu sensibili
all'effetto citotossico o a quello trofico dellATRQuesta osservazione mette in luce
'importanza di un’approfondita caratterizzaziore decettori purinergici nelle cellule
tumorali per poter capire il potenziale di queste i signaling nello sviluppo di
strategie terapeutiche.

L’inibizione della crescita tumorale in seguito tarmlazione con ATP coinvolge vari
sottotipi recettoriali P2. L'effetto antineoplastiosservato e il risultato di piu effetti
combinati, ossia I'inibizione della proliferazionknduzione al differenziamento e la
morte cellulare che avvengono mediante la stimofezidi piu recettori. Ad oggi, i

recettori che sembrano maggiormente implicati mgtlizione della crescita tumorale
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sono i recettori P2Y P2Y,, P2Y11, P2X%, P2X; [51]. Il recettore P2Y inibiscela
proliferazione nelle cellule di melanoma e nel tuendella pelle a cellule squamose.
Nel tumore dell'intestino e dell’esofago il rece#dP2Y; induce apoptosi, mentre nel
melanoma stimola la proliferazione [50]. Nellaglnleucemica HL60 i recettori P2X
mediano segnali di inibizione della proliferazioh®l melanoma, nel tumore della pelle
a cellule squamose e nel tumore del polmone indymeptosi. E' comunemente
accettato che il recettore P2Kiedia segnali di morte cellulare per apoptosi cross;
ma gli analisi dei suoi effetti sulle cellule tumabr si complica in seguito
all'osservazione che toniche stimolazioni di quasoettore possono attivare segnali

trofici nella cellula neoplastica.

E’ sempre piu evidente che l'insorgenza e la pregjome tumorale non dipendono
soltanto da caratteristiche intrinseche alla cellokoplastica. Sia la composizione
biochimica del microambiente tumorale che I'intéoae tra cellule tumorali e cellule
dell’ospite ricoprono un ruolo cardine nell’evolare della malattia.

Studi in vivo hanno dimostrato che il milieu exeHdaolare dei tumori solidi e ricco di
adenosina. Data la ben nota capacita immunosompi@sdell’adenosina, questa
scoperta ci da uno spunto cruciale per capire icar@smi di “tumor escape” messi in
atto dal tumore. Recentemente e stato dimostragoilcimicroambiente tumorale, ma
non quello normale, presenta un’alta concentrazidn&TP. Sembra quindi che il
microambiente tumorale sia un sito ad altro rilegmnerazione di ATP extracellulare e
conversione ad adenosina, che insieme concorrozreaae un milieu ricco di fattori

trofici e immunomodulatori [50].
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E’ stato dimostrato che alcuni tipi tumorali rilewo abbondanti quantita di ATP in
seguito a vari stimoli, come l'ipossia, le deforno&z meccaniche o I'ischemia e che
esiste una forte correlazione tra livelli di ATPlleecellule tumorali e sviluppo della
malattia. Anche la chemioterapia puo indurre riasdi ATP da parte delle cellule
tumorali. Alcuni studi hanno dimostrato che alctarimaci, come le antracicline, sono
in grado di indurre morte immunogenica nelle celltdmorali, innescando una risposta
immunitaria antitumorale. E’ stato ipotizzato ch&TIP rilasciato dalle cellule tumorali
morenti in seguito a chemioterapia possa attivanlammasoma. Farmaci come la
doxorubicina, possono indurre rilascio di ATP primalurante i processi di apoptosi
della cellula tumorale ma anche dalle cellule diietie (DC) [52] [53] [54]. In questo
processo, I'incremento di ATP nel microambiente ¢uae diventa cruciale, poiché
'ATP stimola il recettore P2Xsulle cellule dendritiche inducendole a secernare |
citochina pro-inflammatoria IL-1 Questa citochina potenzia la presentazione
dell’antigene ai linfociti CD4 promuovendo la risposta immunitaria.
Come detto in precedenza, i livelli di ATP sono ortpnti per la determinazione
dell'outcome della malattia, dal momento che alsidli ATP potenziano la risposta
immunitaria, mentre basse dosi risultano essere um@sOppPressive.
L'immunosoppressione e dimostrata dal fatto che DS&snolate con basse
concentrazioni di ATP producono meno citochine ipf@mmatorie, piu IL-10 e in
sinergia con gli interferoni aumentano i livelli despressione dell’enzima
immunomodulatorio indoleamina 2,3-diossigenasi [55]

L’effetto antitumorale dellATP é stato testato ln@mo in alcuni trials clinici di

fase | e Il per il trattamento del tumore polmonagd effetti osservati nei pazienti
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arruolati nei trial hanno confermato le osservaiziatie nel modello murino. L'ATP ha
una buona tollerabilita in vivo e una buona athit#rapeutica, soprattutto correlata alla
diminuzione della perdita di peso e alla diminueiaell'insorgenza di stati cachettici.

[56] [57] [58]
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(Beckton Dickinson, US/e il software BD FACSDiva 6.0 e il software FCEass4

(DeNovo Software).

)yt

Per studiare | cambiamenti nella distribuzioneaieb cellular delle cellule leucemiche
In seguito a trattamento con nucleotidi, abbiamitizaato la tecnica dell’Acridine
Orange (AO).

L’Acridine Orange € un colorante fluorescente chdéega agli acidi nucleici e per
guesto lo rende utile per la determinazione ddbaellulare. Questa sostanza penetra
allinterno delle membrane cellulari e si lega RMNA per attrazione elettrostatica
oppure si intercala nel DNA. Quando e legato all®™Bimette una fluorescenza verde,
simile al FITC (max eccitazione 502 nm e max emissia 525 nm); quando si lega
allRNA emette una fluorescenza rossa (max ecatezi460 nm e max emissione
650 nm) Questa sua caratteristica permette di idisw@re gli acidi nucleici e

distinguere le varie fasi del ciclo cellulare. Lergentuale di cellule in GO/G1, S e G2M
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e stata determinata misurando contemporaneamesasténuto cellulare totale di DNA
e RNA, secondo la metodica precedentemente desf8id{ [61]. Dopo I'acquisizione
mediante citofluorimetro FACSCantoll (Becton Dickam) , la districuzione del ciclo

cellulare é stata analizzata mediante il softwared®t LT 3.0 (Verity Software

House).
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AAD) e stata utilizzata per discriminare le celluitali dalle apoptotiche o morte.
Per queste analisi € stato utilizzato un citoflon@tro FACSAria (Becton Dickinson) e

il software FACSDiva.
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