Relazione scientifica sull’attività di ricerca svolta dalla Dott.ssa Daniela Alfano, fruitrice del Programma CNR “Short-term mobility” 2008.

La mia attività di ricerca svolta presso il laboratorio della Prof.ssa Anne Ridley, presso il King’s College di Londra, si è focalizzato sull’identificazione delle RhoGTPasi che mediano la migrazione dipendente dal sistema costituito dall’attivatore del plasminogeno di tipi urinario (uPA) e dal suo recettore di membrana (uPAR). 

L’approccio utilizzato a tale scopo si è avvalso di una library di siRNA; questo set di specifici siRNAs è stato precedentemente selezionato e validato nel laboratorio della Prof.ssa Ridley ed è diretto contro tutti i 20 membri della famiglia delle RhoGTPasi nonchè contro le relative proteine interagenti con suddetti membri; l’utilizzo di tale library avrebbe consentito di identificare quelle coinvolte nel signalling uPAR-dipendente.

Durante il primo periodo, ho testato la capacità delle due diverse linee cellulari proposte, derivanti da tumori umani (carcinoma della prostata PC3 e carcinoma della mammella MDA-MB-231), ad essere trasfettate efficientemente con le molecole di RNA, gli siRNAs. Pertanto è stata comparato il livello di efficienza di trasfezione per le due linee tumorali sopra menzionate. In particolare, le cellule PC3 e MDA-MB-231 sono state trasfettate con oligo siRNAs sintetici; dopo 24, 48 e 72 ore dalla trasfezione, le cellule sono state raccolte, lisate e analizzate per il livello di espressione delle diverse RhoGTPasi mediante analisi di Western blotting, al fine di valutare l’efficienza del silenziamneto genico.
Come mostarto in Figura 1, dopo 72 ore dalla trasfezione, le PC3 trasfettate con siRhoA, siRhoB, siRhoC o siRhoF presentano una significativa riduzione del livello di espressione delle relative proteine rispetto alle cellule di controllo (trasfettate con siRNAs off target). 

Successivamente, ho verificato se le diverse linee cellulari rispondessero alla proteina purificata ATF, una variante aminoterminale dell’uPA, che comprende i primi 135 amminoacidi dell’intera uPA; in particolare, ho testato la capacità delle cellule PC3 e MDA-MB-231 di migrare in maniera direzionale verso l’ATF, mediante il saggio standard di migrazione direzionale (chemotassi), che prevede l’utilizzo di camere di Boyden. Come mostrato in Figura 2, sia le cellule PC3 che le MDA-MB-231, rispondono al chemoattrattante ATF, in particolare mostrano un aumento del livello di migrazione, rispettivamente, del 80% o del 50% in più comparate alle relative cellule di controllo. Pertanto ho scelto come sistema cellulare per questo tipo di analisi, le cellule di carcinoma della prostata PC3.

La fase successiva è consistita nel valutare la capacità migratoria di cellule PC3 interferite per le diverse RhoGTPasi in saggi di chemotassi, analizzandone in particolare la risposta alla proteina ATF.   Pertanto le PC3 sono state trasfettate con siRNAs (50nM)  e, dopo 72 ore dalla trasfezione, sono state sottoposte a saggi di chemotassi, utilizzando come chemoattrattante l’ATF, alla concentrazione di 1nM. Come si può osservare dai grafici contenuti nella Figura 3,  le cellule interferite per RhoA, rispondono all’ATF in saggi di migrazione, in maniera paragonabile alle cellule di controllo. Invece l’assenza di RhoB, RhoC o RhoF causa un’inibizione della migrazione stimolata da ATF. 

Una volta analizzata la capacità di migrazione delle PC3 interferite per le diverse RhoGTPasi, ho proseguito con l’analisi della loro capacità di invasione. Pertanto ho effettuato dei saggi di invasione cellulare, utilizzando a tale scopo transwells, le cui membrane sono coperte con un sottile strato di matrigel, attraverso cui le cellule passano.

Come si può osservare dalla Figura 4, le cellule interferite per RhoA sono capaci di invadere in risposta all’ATF, come le cellule di controllo; invece le cellule interferite per RhoB, RhoC o RhoF non rispondono all’ATF in sagi di chemoinvsione. E’ possibile concludere che il frammento aminoterminale dell’uPA, ossia l’ATF, stimola la migrazione e l’invasione di cellule PC3 attraverso le diverse RhoGTPasi RhoB, RhoC e RhoF ma non RhoA. Sarebbe interessante continuare questo progetto, analizzando la cascata di trasduzione del segnale che viene attivata dall’ATF quando mancano le diverse RhoGTPasi.
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