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Introduzione: capitolo 1

INTRODUZIONE

CAPITOLO 1: IL METABOLISMO DEL FERRO

Il ferro & quantitativamente il metallo piu importante delfjanismo. Gli organismi
viventi, dalle forme di vita primitive alle piu cqtesse, necessitano di ferro per sostenere
molte reazioni biologiche, quali la respirazionetavondriale, la proliferazione cellulare
(attraverso il controllo dell’enzima ribonucledaideduttasi) e la sintesi di proteine come
'emoglobina e la mioglobina (1). Le funzioni bigiche del ferro si basano sulle sue
proprieta chimiche, come la sua capacita di formasmplessi con numerosi ligandi
organici secondo modalita flessibili e dinamichelaesua capacita di interconversione
ossidoriduttiva tra la forma ferrosa (Pee la forma ferrica (F8). L'efficienza del F&
come donatore di elettroni e de’Feome accettore di elettroni, & fondamentale pdtemo
reazioni biochimiche e rende il ferro un componentiéspensabile per la vita.

Tuttavia le stesse proprieta che rendono utilerldf lo rendono anche tossico, in quanto
capace di generare radicali liberi che possono powere I'ossidazione delle proteine, la
perossidazione dei lipidi di membrana e la mod#icae degli acidi nucleici. L’aumento
delle specie reattive dell'ossigeno oltre la cag@acintiossidante dell’organismo viene
chiamato stress ossidativo e si verifica in numei@mndizioni patologiche: inflammazione
cronica, danno da ischemia di riperfusione e neagederazione. L'eccesso di ferro
aggrava lo stress ossidativo e accelera la degeaeeatissutale, come dimostrato nelle
patologie da sovraccarico di ferro primario o selaio. | livelli di ferro devono quindi
essere finemente regolati tramite un’omeostasi watagche permetta alle cellule di
utilizzare il ferro evitandone gli effetti dannokiorganismo umano contiene circa 3-5 g di
ferro, la maggior parte del quale (~60-70%) coniemell’emoglobina dei globuli rossi

circolanti (2), altri organi ricchi in ferro sonbfegato e i muscoli. Circa il 20—30% del
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ferro corporeo € immagazzinato negli epatociti ienmecrofagi reticoloendoteliali, dove il
ferro € complessato alla ferritina. La quota retath ferro si trova nella mioglobina, nei
citocromi e negli enzimi contenenti ferro (ossidasitalasi, perossidasi, etc). Inoltre il
ferro viene ‘riciclato” (circa 20 mg/die) dallemimdpina degli eritrociti senescenti nei
macrofagi reticoloendoteliali per far fronte allentinue esigenze eritropoietiche. La

distribuzione del ferro nell’organismo & mostratdigura 1.
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Figura 1 - Assorbimento, Distribuzione ed Eliminazione Belro da Parte dell’Organismo.
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L’'omeostasi del ferro e essenzialmente un sistehiasc. Nel soggetto adulto sano la
quantita totale di ferro (circa 4-5 grammi) € manta costante grazie al bilancio tra ferro
assorbito e ferro eliminato. Le perdite sono dcaif,8 mg/die nelluomo e 1,4 mg/die
nella donna in eta fertile ed avvengono tramite gaeismi non specifici quali la
desquamazione cellulare o il ciclo mestruale. less quantita di ferro viene assorbita
ogni giorno nel tratto gastroenterico, prevalentei@ea livello del duodeno e del tratto
superiore del digiuno, dove il pH acido ne consedatsolubilizzazione. L’assorbimento
quotidiano e di solito piuttosto limitato (0,7-1 g corrispondente soltanto al 5-10% del
ferro totale ingerito.

Data la sua importanza, sia la carenza, sia I'scces ferro nell’'organismo producono
danni rilevanti dal punto di vista clinico.

La manifestazione clinica piu nota associata adleemza di ferro € I'anemia mentre la
condizione opposta, ossia un sovraccarico di fgnmayoca ossidazione, morte cellulare, e
danno d’organo dovuti all’effetto tossico che qoeasetallo, in forma libera, esercita.

| primi studi molecolari sul metabolismo del fersb concentrarono su due molecole
abbondanti e facili da isolare. Nel 1937, la fawatsplenica di cavallo fu la seconda di
tutte le proteine ad essere cristallizzata (3). Wesade piu tardi la transferrina fu
identificata come un’abbondante proteina del plasrasportatrice del ferro (4). Queste
molecole sono entrambe utilizzate in clinica pelutsae lo stato del ferro. Con
meccanismi diversi sia la ferritina che la transfer sequestrano il ferro per renderlo non
reattivo, evitando cosi la formazione di radickgil’ossigeno con la reazione di Fenton:

Fe" + H,0, —» F&" + OOH- + H
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+ ASSORBIMENTO INTESTINALE DI FERRO

In individui non trasfusi, il ferro proviene esdesmente dalla dieta. Poiché non esistono
meccanismi specifici di escrezione del ferro ateraw il fegato o i reni, I'equilibrio del
ferro é principalmente controllato a livello inteste.

Lo studio di modelli animali mutanti spontanei drea laboratorio ha determinato un

importante avanzamento delle conoscenze sui mexstoadi assorbimento del ferro (5).

Possible transfer to a
subcellular compartment

MNonheme iron — o
\. e Heme
. Fe?t =
e ©
et o | o W
Ferrireductase
- = 3
UL Wi i
- r 1Ok

Catabolismi by heme
oxygenese

Possible export to

Transfer tothe - the circulation

circulation

Heme exporter
(Berp or FLVCR)

Transferrin

Figura 2 - Assorbimento di ferro nell’enterocita.

L’assorbimento di ferro proveniente dalla dietaieme nell’intestino e principalmente
nella porzione prossimale del duodeno (Figura @yeccellule polarizzate disposte in villi,
gli enterociti, protrudono nel lume intestinale perassimizzare la superficie di
assorbimento. Il ferro della dieta € presente cdemeo eme e non-eme. Il ferro eme
costituisce solo una piccola frazione del ferroenip con la dieta, ma €& altamente
biodisponibile: & captato tramite un meccanismo aacora ben identificato che coinvolge
uno specifico trasportatore e richiede il rilascael ferro dalleme allinterno
dell’enterocita. Al contrario I'assorbimento delrrf@ non-eme € basso e strettamente
regolato nella prima porzione del duodeno. Il fefearico FE€* proveniente dalla dieta

7
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viene ridotto a ferro ferroso a livello del lumer pazione di una reduttasi dell’orletto a
spazzola, denominata citocromo b duodenale (Dcytbymologo del citocromo B561 che
puo usare I'acido ascorbico come un cofattore (6).

La regolazione dell’'assorbimento del ferro avvianersello delle 2 interfacce dell’epitelio
intestinale: la membrana apicale e la membranddtasale.

Il ferro F&€* entra negli enterociti assorbenti attraverso il DIMTo stesso trasportatore di
ferro usato per il trasferimento endosomale ndbdiella trasferrina. La forma intestinale
del DMTL1 é prodotta da una differente isoformapliceng del mMRNA, che da origine ad
una proteina con un’estremita C-terminale alte(atd). Il DMT1 intestinale € localizzato
principalmente sulla membrana apicale e sugli emiosubapicali (9). | protoni necessari
per il cotrasporto del metallo, forniti dall’acidgastrico, affluiscono nella porzione
prossimale del duodeno dove il DMT1 € maggiormaesf@esso e piu attivo. La richiesta
di protoni come cotrasportatori spiega perchéattéamento con antiacidi o bloccanti di
istamina H2 interferisca con I'assorbimento di dert’espressione di DMT1 aumenta in
mancanza di ferro (10) ed e regolata a livello {@scrizionale da un 3’'IRE presente
nell'isoforma espressa nell'intestino (7). Il DMpEkrmette I'entrata anche di altri cationi
divalenti come MA", Cc*, zr?*, CU#*, e PB*, sebbene la sua importanza sia stata
dimostrata in vivo solo per il E&11).

Topi knock-out per il gene codificante il DMT1 hanoonfermato che questa proteina ¢ il
principale trasportatore transmembrana di ferrolenekllule epiteliali intestinali e,
attraverso il ciclo della transferrina, nei precursritroidi (12). Cid nonostante, altri tipi
di cellule non richiedono DMT1 per l'uptake di fere questo suggerisce l'esistenza di altri
importatori transmembrana di ferro. Ad eccezioniecdaali del calcio di tipo L, che hanno
capacita di trasportare ferro (13), non é statatifieato ad oggi nessun candidato in grado

di importare atomi di ferro nelle cellule.
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I gene SLC11A2 che codifica il trasportatore DMdédnera quattro isoforme per splicing
alternativo che differiscono tra loro all’estrem®ao 5’ non tradotta (UTR) per la presenza
o l'assenza di una sequenza IRE (14). Studi cortipadelle varianti di DMT1 hanno
indicato che le isoforme +IRE localizzate principahte a livello della membrana
plasmatica hanno una cinetica di internalizzazipioelenta rispetto alle isoforme —IRE e
sono indirizzate ai lisosomi. In contrasto la regioC-terminale delle varianti —IRE
contiene peptidi segnale richiesti per un’endocigdBciente e localizzazione successiva
negli endosomi di riciclo (15). Per questo motiegyrobabile che le isoforme +IRE siano
principalmente coinvolte nel trasporto di ferraraterso la membrana plasmatica, mentre
le isoforme —IRE nel trasporto endosomiale. Sercheail DMT1 sia regolato dai livelli di
ferro con aumentata espressione della proteinai reggltociti ricchi di ferro, bassa
espressione nel fegato normale e assenza di esmesegli epatociti ferro-carenti (16).
Quest'osservazione e confermata dalla presenzaadsequenza IRE localizzata al 3'UTR
del trascritto che potrebbe portare a una dimimeialella stabilita del mRNA in
condizioni di sovraccarico di ferro e conseguenteirtlzione nell’espressione di DMT1.
Tuttavia, la regolazione di DMT1 € complessa edssibile che la regione 5’UTR del
trascritto o il dominio N-terminale della proteipassano modificare gli effetti regolatori
con un meccanismo tessuto-specifico. Mutazioni MiTR2 sono state descritte per la prima
volta in modelli animali (10) che presentavano ai@enpocromica microcitica non
correggibile con ferro orale o parentale. La primatazione nell'uomo é stata trovata allo
stato omozigote in un paziente Ceco con anemiaeotag greve e livelli di ferritina
normali o lievemente aumentati (17). Le mutazioesatitte comprendono mutazioni
puntiformi (E399D, G212V, R416C), delezioni chetpoo a perdita di esoni (V114del) o

ad alterazioni dello splicing (delCTT nell’introdg.
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Una volta all'interno della cellula epiteliale isteale il ferro ha due possibili destini. Il
ferro puo essere utilizzato per le esigenze ddllla, o, se non necessario, stivato nella
ferritina, in questi casi sara eliminato assiemerakrocita per desquamazione nel lume
intestinale. Alternativamente, se necessario g#arsmo, il ferro passera attraverso la
membrana basolaterale alla transferrina: il paseadgpenderebbe dall’esportatore del
ferro IREG, o ferroportinal (anche chiamata FPNREG1, MTP1, SCL39A1, e ora

SCL40A1) (17-18 29-31) che e l'unico esportatoréedio conosciuto ad oggi.

+ |L RicicLo DEL FERRO EMATICO

La maggior parte del ferro presente nell'organisshdrova legato all’emoglobina e la
fagocitosi degli eritrociti senescenti da parte mheicrofagi garantisce un efficiente riciclo
del ferro. Al giorno vengono recuperati da quessadv riciclo circa 20-25 mg di ferro che
verranno poi utilizzati per la produzione di nuogenoglobina durante I'eritropoiesi
midollare (Figura 3). | macrofagi deputati alla degradazideeglobuli rossi senescenti si
trovano principalmente nella milza, nel midollo @ss nelle cellule del Kupffer. Durante
la loro permanenza nel circolo sanguigno (120 gicinea), i globuli rossi subiscono delle
modificazioni biochimiche a livello della loro memnaima: esternalizzazione di fosfatidil —
serina, perossidazione delle lipoproteine, perditeesidui di acido sialico ed espressione
degli antigeni di senescenza che costituisconcselgnali per i macrofagi che vanno cosi
ad identificare le cellule che devono essere dedeatiediante un processo di fagocitosi. Il
gruppo eme viene distrutto ed il ferro ad essottegéene rilasciato nel citoplasma del
monocita, ora lo ione puo intraprendere diverse adenplessarsi alla ferritina e rimanere
all'interno della cellula, oppure fuoriuscire dess@snediante la ferroportina per poi essere

captato dalla transferrina plasmatica.

10
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Figura 3 - Riciclo del ferro ematico.

+ |L FERRO NELLA CIRCOLAZIONE

La transferrina € una glicoproteina monometrica @lmege da trasportatore di ferro
plasmatico mantenendolo in forma solubile e nogitas incapace di innescare la reazione
di Fenton/Haber-Weiss (18). E prodotta e secrdtaipalmente dagli epatociti, e possiede
due domini omologhi leganti ognuno un atomo dideatio stato trivalente (B8. Negli
individui sani, soltanto il 30% della transferrimércolante lega il ferro, mentre nelle
condizioni patologiche di sovraccarico, il ferroltsa gradualmente la capacita legante
della transferrina e forma complessi a basso pesiecwolare attivi dal punto di vista
ossidativo. Il ferro non legato alla transferrimeoi§-transferrin-bound iron, NTBI) viene
internalizzato dai tessuti tramite meccanismi nocosa identificati e causa danni cellulari
e lesioni tissutali.

La transferrina ha tre funzioni principali: solit#la il F€*, altrimenti insolubile a pH

fisiologico, lega il ferro con elevata affinita imgendogli di generare radicali tossici,

11
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permette linternalizzazione del ferro nella calluhttraverso l'interazione con il suo

recettore (TfR1) (Figura 4).

Figura 4 — Metabolismo del ferro.

TfR1 € un omodimero costituito da due subunita tidee di circa 90 KDa, in grado di
legare due molecole di transferrina con un’affinitalto alta (18). Il TfR1 & presente in
tutte le cellule nucleate dell'organismo, ma € esgo ad alti livelli nei precursori eritroidi,
nei linfociti attivati, nelle cellule cerebrali mantari e nei tumori. L’'espressione elevata
del recettore € correlata alla necessita di capitéeero in modo massivo per sostenere la
sintesi di emoglobina ed eme (nelle cellule erdioiil trasporto di ferro (nelle cellule
placentari) e la proliferazione cellulare.

In molti tessuti, la captazione del ferro avvietieaaerso un meccanismo noto come “ciclo

della transferrina” (Figura 5).

12
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Clathrin-coated

Figura 5 - Ciclo della transferrina.

Durante tale ciclo, i frammenti di membrana celelahe trasportano complessi TfR1-
transferrina vanno incontro ad endocitosi tramitéasomi ricoperti di clatrina. Rimosso il
rivestimento di clatrina, gli endosomi subisconaddicazione con I'ingresso di protoni,
causando un cambiamento conformazionale nel cosple$fR1-transferrina e
promuovendo il rilascio di ferro.

Sebbene molti tessuti esprimano TfR1 a bassi ijyadichi tipi di cellule sono strettamente
dipendenti dal ciclo della transferrina per la eapine del ferro. Cid nonostante,
linattivazione del gene di TfR1 (Tfrl) nel topaircompatibile con la vita: topi Tf1 (o
knock out) muoiono per grave anemia e alterazienirologiche al dodicesimo giorno di
vita embrionaria (19). In accordo con la funziondispensabile di TfR1, nel’'uomo non
sono note patologie da deficit di TfR1. Topi etégo#i per l'inattivazione di Tfr (Tfr1")
presentano un quadro di lieve ipocromia, ma depdsiterro aumentati nei macrofagi
midollari e splenici. Da queste osservazioni siutedche il TfR1 e indispensabile per
I'eritropoiesi, oltre che per lo sviluppo del SN@a sembra non essenziale per 'uptake del

ferro di altre cellule dell’organismo.

13
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Un nuovo membro della famiglia dei recettori detansferrina (TfR2) e stato clonato e
sequenziato qualche anno fa (20). L'analisi di seqa proteica ha rivelato che il TfR2,
come il TfR1, e una glicoproteina transmembranauildominio extracellulare mostra il
66% di omologia con il TfR1, ma la cui distribuzetissutale appare ristretta agli epatociti
e alle cellule eritroidi.

Il TfR2 ha una funzione simile al TfR1, ossia irigisce con la transferrina in determinate
condizioni di pH. Tuttavia I'affinita di questoaettore per la transferrina legata al ferro e
25 volte piu bassa rispetto a quella del TfR1. theol pattern di espressione dei due
recettori della transferrina sono distinti. Mutazimel recettore 2 della transferrina sono
responsabili di una rara forma di emocromatosiitagd, chiamata HFE3 (21).

All'interno delllendosoma, il ferro inorganico libeto e ridotto dalla ferroreduttasi
STEAP3 a F& (24-10), e diventa substrato per il trasportatcmasmembrana di metalli
divalenti DMT1 (divalent metal transport 1 o SCLIA)A formalmente chiamato

NRAMP2, DCT1 (10,11) (Figura 6).

Mitochondria

&) o o—C

MitoferrinT]

Vi CHg

Pr Pr
Protoporphyrin IX

Succinyl CoA
ma

DMT1/ Nramp2

Figura 6 — Destino del ferro all'interno dell’eritrocita.
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Attraverso modelli animali (22), e stato dimostratee il DMT1 e elettrogenico, poiché
richiede il cotrasporto di protoni per esportarddéf* attraverso la membrana. Questo &
reso possibile dal basso pH ambientale degli emdbgo5.5).

Nel citoplasma, il ferro e incorporato nella pratdirina per produrre il gruppo eme
oppure viene trattenuto nelle forme di deposito. &ntempo, gli endosomi che
contengono la transferrina e il suo recettore tga le proteine sulla superficie cellulare
affinché siano riutilizzati.

Per produrre eme e indispensabile che il ferroepéssi la membrana mitocondriale
impermeabile agli ioni. Recentemente é stato ifleatd I'importatore mitocondriale di
ferro chiamato mitoferrina (anche conosciuta comeCZ5A37), una proteina
transmembrana fondamentale per la cessazione rdi &l ferrochelatasi e per il suo
inserimento nella protoporfiria IX. E interessaniaare che mutazioni della mitoferrina
provocano un disordine clinico simile alla protdip@a eritropoietica causata da mutazioni
nel gene della ferrochelatasi (23).

In passato e stato ipotizzato che il ferro assimildai precursori eritroidi venisse
incorporato nellemoglobina e rimanesse all'interdella cellula fino alla senescenza
dell’eritrocita. Recentemente, Quigley e collegh#) hanno descritto un esportatore di
eme, FLVCR, che sembra necessario per il normalgopo eritroide. Tale studio ipotizza
che gli eritroblasti necessitino di un meccanismoesporto delleme in eccesso per
evitarne la tossicita. Topi knock-out per il gemalificante FLVCR (25) non completano
I'eritropoiesi con conseguente morte fetale. Quansece il gene FLVCR viene inattivato
dopo la nascita, gli animali sviluppano anemia putica grave, dimostrando che

I'esporto di eme € indispensabile alla normale@piiesi.
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+ |L FERRO DI DEPOSITO

La molecola di ferritina e formata da una struttapaproteica (costituita da 24 subunita di
44 KDa) con una cavita (26), nella quale possoseresospitati fino a 4500 atomi di ferro.
Il diametro della ferritina puo raggiungere i 70-8&otto forma di complesso inorganico.
Il processo di cattura del ferro é rilevante dattpoudi vista biologico, in quanto gli atomi
di ferro sono resi non tossici ed insieme biologieate accessibili, se richiesti.

Esiste una ferritina tissutale (intracellulare mgiasmatica) che funge da deposito di ferro
all'interno della cellula, ed una ferritina sieridastinata alla glicosilazione e al rilascio del
ferro nel siero.

I livelli di ferritina sierica sono strettamentercaati con I'entita dei depositi marziali di
ferro, tanto da comportare I'utilizzo della femidi stessa come indice di valutazione dei
depositi marziali, assumendo che a 1 pg/l di feaitorrispondono 8-10 mg di ferro.

Nelle condizioni di deficit di ferro la concentrage della ferritina puo scendere fino al di
sotto di 10 pg/litro, mentre in condizioni di sostcarico ha valori elevati da 1000 a 10000

pg/litro.

«+ MECCANISMI DI RILASCIO DAL MACROFAGO

La maggior parte del ferro viene riutilizzata geazl catabolismo dell’emoglobina: a
fronte di 1-2 mg di ferro ricambiati ogni giorno ngono riutilizzati circa 20-30 mg
rilasciati dal macrofago. Bisogna quindi ipotizzatee segnali analoghi a quelli destinati
all'intestino arrivino al macrofago per regolareilascio di ferro in base alle richieste
dell’eritropoiesi. L'importanza del rilascio si enzia in situazioni in cui il rilascio di
ferro al macrofago e bloccato per difetti genediicproteine dell’esporto o per I'azione di

citochine infiammatorie. Tuttavia i meccanismi agcio non sono stati del tutto chiariti.
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Un ruolo chiave é certamente svolto da ceruloplaameida ferroportina, come dimostrato

da studi sulle rispettive patologie.

+ REGOLAZIONE DELL 'OMEOSTASI INTRACELLULARE DI FERRO

Poiché i mammiferi non possiedono meccanismi figjmi di escrezione del ferro,
'omeostasi del ferro e regolata principalmenteivello dell’assorbimento intestinale.
Secondo studi recenti, sono tre i segnali regadlatoe contribuiscono al mantenimento
dellomeostasi del ferro (2). Il primo €& chiamatoedolatore della dieta” e deriva
dall’evidenza, nota da lungo tempo, che dopo I'stgee di ferro gli enterociti preposti
all'assorbimento intestinale di ferro risultanoisésnti ad acquisire ferro per molti giorni.
Questo fenomeno, descritto anche come “blocco delleosa”, viene probabilmente
causato dall’accumulo intracellulare di ferro, @éhsua volta sopprime I'espressione delle
proteine di trasporto del ferro che si trovano\ello delle cripte duodenali (DMT1 e
ferroportina) tramite un meccanismo mediato datlae-regulation proteins, IRPs (27).

Un secondo segnale, chiamato “regolatore dei d&pasintrolla la captazione di ferro
come risposta alle fluttuazioni di ferro nell’orgsmo. E noto che in condizioni di carenza
di ferro, 'assorbimento dello stesso a livello denale aumenta di due-tre volte, fino a
quando i depositi di ferro non sono ripristinati. skato ipotizzato che questo tipo di
regolazione richieda la “programmazione” delle well precursori delle cripte (28)
nell’epitelio duodenale a seguito della saturazideka transferrina plasmatica.

Il terzo segnale, chiamato “regolatore eritropoi®timodula I'assorbimento di ferro in
risposta alle esigenze dell’eritropoiesi. Dal motoeshe la maggior parte del ferro
dell’organismo é richiesto dal midollo osseo pemibglobinizzazione dei globuli rossi,
non sorprende che questo segnale abbia una funzdwminante sul controllo

dellomeostasi del ferro. Inoltre, € in grado dineantare l'assorbimento del ferro
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indipendentemente dai livelli di deposito del ferlQuesto spiega anche I'accumulo
patologico di ferro presente in disordini caratteati da un’eritropiesi inefficace (come le
sindromi talassemiche, le anemie diseritropoietichegenite, o I'atransferrinemia), nei
quali I'assorbimento del ferro aumenta sensibilreeminostante i depositi dell’organismo
siano saturi.

L’'omeostasi intracellulare di ferro & principalmenhantenuta attraverso il meccanismo
regolatorio post-trascrizionale dei geni impliaa#i metabolismo del ferro: il sistema IRE-
IRP (Figura 7). La regolazione e esercitata da iBpesensori del ferro, proteine
citoplasmatiche denominate Iron Regulatory ProfeitRPs), che possono interagire con
sequenze nucleotidiche definite IRE (Iron Respan&iement) presenti nella sequenza 5’
o 3’ non tradotte (5" 0 3' UTR) degli mMRNA di alcugeni regolati dal ferro (29). Gli
elementi IRE sono formati da circa 30 nucleotidin aina caratteristica conformazione “a
stelo”. Nel mRNA della ferritina L o0 H, I'IRE € latizzato nella regione 5’UTR. Nel
MRNA del TfR esistono 5 elementi IRE, nella regi@¥TR. Quando il ferro e carente
nelle cellule, il legame IRP-IRE blocca la tradumadi ferritina e facilita quella di TfR1,
stabilizzando il corrispondente mRNA. L’inverso sede quando il ferro € in eccesso. Le
proteine sensori del ferro sono due: IRP1, cheiaspttivita aconitasica nel ciclo di
Krebs, e IRP2. Entrambe sono in grado di legarstgksi IRE, ma non sono equivalenti.
La carenza di ferro induce la mancata formazionk ctlester Fe-Zn e fa perdere la
funzione aconitasica ad IRP1 che acquisisce laidnezIRP. La proteina IRP2 non ha
funzione aconitasica ed é regolata attraversodeadi@azione proteosomica, che € innescata
dal legame di IRP2 con il ferro. Il sistema IRE-IRrmette una regolazione post-
trascrizionale rapida e coordinata. Infatti unsstestimolo (carenza di ferro, ipossia ecc.)

puo regolare simultaneamente numerosi MRNA cheiquimso elementi IRE, tra cui i
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trasportatori intestinali (DMTL1, ferroportina 1)ahsferrina e I'enzima ALA-sintetasi
coinvolto nella primo step della sintesi dell’eme.

Non e ancora chiaro perché sia necessario aver&P3, I ma recenti osservazioni
suggeriscono che le due proteine possano rispondemeodo differente alle variazioni
fisiologiche della pressione di ossigeno (30). Egstebbero anche avere come target
differenti mMRNAs contenenti IRE.

L'inattivazione di IRP1 nel modello murino non causn fenotipo particolare, mentre
l'inattivazione di IRP2 comporta livelli elevati dierritina nel cervello e sintomi

neurodegenerativi in eta adulta, provocati dallsfutizione di alcuni gruppi di neuroni

(31).
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Figura 7 - Rappresentazione dell’'azione di IRE/IRP.
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« L’ EPCIDINA: IL GENE E LA PROTEINA

Nel 2001 e stata scoperta una proteina epaticafaornione antimicrobica chiamata
EPCIDINA (hepcidin, hepepatocitajdine=indica I'attivita antimicrobica).

L’'omeostasi sistemica del ferro implica un conwoliccurato del suo assorbimento
intestinale e del suo utilizzo nell’eritropoiesipnthé un riciclo efficace dagli eritrociti
senescenti ed un immagazzinamento controllato da gagli epatociti e macrofagi.

Il regolatore principale del metabolismo del feeéramasto ignoto sino a pochi anni fa. Nel
2001 e stata identificata una proteina, denomiegiddina o LEAP1 (Liver-expressed-
antimicrobial peptide), prodotta dal fegato in camhi di sovraccarico di ferro ed in
grado di bloccare I'assorbimento di ferro e il sd& dal macrofago (32). Si tratta di un
peptide con attivita antimicrobica, codificato dawcoppia di geni nel topo e da un gene in
copia singola (HAMP) nell'uomo.

Studi cristallografici sulla struttura dell’epcidindi 25 aminoacidi hanno rilevato che il
peptide contiene quattro ponti disulfuro, con lasgbilita di assumere conformazioni
multiple (33). Tramite spettrometria a dicroismrcolare € stato dimostrato che I'epcidina
urinaria umana é ricca di fogliefli e la successiva spettroscopia con risonanza megnet
nucleare (RMN) ha confermato la presenza di unatgta “a forcina” stabilizzata dai

quattro ponti disulfuro, uno dei quali coinvolgeedtisteine contigue (Figura 8).
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Figura 8 — Struttura cristallografica dell’epcidina.

La struttura a forcina del peptide mostra inoltre wistribuzione anfipatica dei residui,
con aminoacidi idrofobici sul lato convesso e amatidi carichi positivamente sul lato
concavo. Sebbene questa configurazione sia tipgapdptidi antimicrobici ricchi in
cisteine, I'epcidina tuttavia mostra vitro una modesta attivita antimicrobica solo a
concentrazioni molto alte (34) e il ruolo funziomali questa struttura rimane ancora
dubbio.

L’epcidina viene sintetizzata in modo predominadét fegato, anche se bassi livelli di
MRNA sono presenti in altri tessuti, come cuordzane cervello. Il gene che codifica |l
peptide si trova sul cromosoma 1913 e contienesmni che danno un prodotto di 84
aminoacidi pre-proepcidind. Questo precursore € dapprima processato in pidpadi 72
aminoacidi pro-epciding che comprende una sequenza segnale di 24 andheacuno
specifico sito di clivaggio al terminale Nhber dare la forma circolante di 25 aminoacidi.
Si conosce poco riguardo al meccanismo di processtndel precursore dell’epcidina e
all'importanza della regolazione post-traduzionsie livelli di peptide circolante. Studi
recenti hanno evidenziato che la pro-epcidina viesfgessa ad alti livelli negli epatociti,
localizzandosi nell’apparato di Golgi e nelle s@saicole (35). Qui si accumula prima di

ricevere un segnale per la sua secrezione. La rmmasdella pro-epcidina nel siero

21



Introduzione: capitolo 1

suggerisce che questo precursore possa essereltminglla regolazione del metabolismo
del ferro (43). Tuttavia, I'esistenza di una caamebne tra il MRNA dell’epcidina e i livelli
di peptide sembra implicare che il processamentia geo-epcidina non rappresenti una
tappa limitante per la quota di peptide maturo.(36)

In vitro, I'epcidina umana mostra attivita antilesithe e antifungine (37) a concentrazioni
di 10-30 uM. Come nel caso di altri peptidi catmnguesta attivita & favorita da soluzioni
a bassa forza ionica. La concentrazione urinarigedeidina € compresa normalmente in
un range di 3-30 nM (10-100 ng/ml) e pud aumerfiacea 10 volte durante le infezioni.
Non e chiaro se I'attivita antimicrobica dell’epitid rappresenti un’importante funzione
biologica, un residuo dell’evoluzione, od una cguanza della sua conformazione
strutturale dettata dalla sua attivita come ornregelatore del ferro.

Il coinvolgimento dell'epcidina nel metabolismo delerro e stato suggerito
dall'osservazione che la sintesi dell’epcidina ierdotta dal ferro della dieta (38). Il suo
ruolo come regolatore negativo dell’assorbimentéedio nell'intestino tenue e stato pero
scoperto accidentalmente utilizzando un topo krmakper un gene chiamato USF2 che si
trova vicino al gene HAMP. Il topo knockout per WSBviluppava un fenotipo di
emocromatosi con progressiva deposizione di fereb fagato e nel pancreas (39).
Ricercando le cause di tale sovraccarico, si scopei I'animale era privo del mRNA
dell'epcidina, poiché la distruzione del gene USFeava un effetto accidentale anche sui
geni vicini, incluso il gene HAMP. La conferma defiva del ruolo essenziale
dell'epcidina nell'uomo e giunto dallo studio di eldamiglie affette da emocromatosi
giovanile i cui soggetti portatori della patologmostrarono di essere omozigoti per
mutazioni deleterie nel gene dell’epcidina (40).

Studi successivi hanno chiarificato il ruolo delpfide come regolatore centrale

dell'omeostasi del ferro. Topi che over-esprimevdepcidina sotto il controllo di un
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promotore specifico per il fegato nascevano coramgmia da carenza di ferro letale, e
potevano essere salvato soltanto con una somrazigtie parenterale (e non orale) di
ferro (41). Questi esperimenti dimostravano chénardella nascita, I'epcidina era in
grado di inibire il trasporto di ferro attraversa placenta e, dopo la nascita, inibiva
I'assorbimento di ferro nell'intestino tenue. Imeltapparve chiaro che I'attivita inibitoria
dell’epcidina transgenica non poteva essere sup€deatltri meccanismi, anche durante la

severa anemia.

I modelli animali indicano quindi che I'epcidinaisce:
e come regolatore negativo dell’assorbimento intedimli ferro;
e come regolatore negativo del trasporto di ferrcagtrso la placenta;
e come regolatore negativo del rilascio di ferro meacrofagi (principalmente
splenici);

e come regolatore negativo dell’esporto di ferro daeghtociti (Figura 9).
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Figura 9 - Funzione regolatoria dell'epcidina.

La quantita di mRNA di epcidina nelle cellule deg&to diminuisce in risposta all'ipossia

e all’eritropoiesi inefficace (sovrapponendosi allgposta alla carenza di ferro) (42,43) e
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aumenta in risposta al trattamento con lipopoligede o durante processi infammatori di
altra eziologia (44). Questi effetti opposti sono accordo con il ruolo centrale di
regolatore del ferro: la diminuzione dei livelli ggimatici della proteina, richiesta
dall’eritropoiesi e dall'ipossia, promuove I'assoniento intestinale di ferro e il suo rilascio
dai macrofagi. Al contrario, I'aumento dell’epcidinin risposta al sovraccarico e
all'infiammazione inibisce I'assorbimento del feeal suo rilascio.

Studi recenti hanno identificato un sito consensgw BTAT3 in grado di mediare
I'induzione dell’epcidina nell’inflammazione, attr@rso un sistema di cascata di segnali
scatenato dall'interluchina-6 (45,46). Inoltre\elio del promotore esiste anche un sito di
legame per il fattore di trascrizione indotto dalvssia HIF (von Hippel-Lindau/hypoxia-
inducible transcription factor): HtFagisce come repressore quando si lega al promotore
dell'epcidina (47). Sono stati identificati potéale siti di legame anche per C/EBP
USF2, HNF4, p53 e altri fattori trascrizionali altamente e=g®i, ma non € ancora chiaro
quale ruolo abbiano nella regolazione dell’'espmssdell’epcidina in vivo (48-49).

Il “signaling” attraverso la cascata del “Bone Moogenetic Protein” (BMP) mediante le
proteine “Son of Mother Against Decapentaplegic’M&D) rimane il maggiore
meccanismo conosciuto per attivare la trascrizidnepcidina. Questa connessione tra
BMPs ed epcidina e stata scoperta da 2 ricerchipandenti. Nel corso dei loro studi del
“signaling” cellulare, Wang e colleghi inattivaromesclusivamente negli epatociti il gene
codificante una proteina SMAD, SMAD4 (50). Con l@orpresa, il fenotipo dominante
ottenuto con tale inattivazione fu un’emocromagrsive, simile a quella osservata in topi
privi di epcidina. In contemporanea, Babitt e ogiiestudiando la proteina emojuvelina
(HJV) mutata in pazienti con emocromatosi giova(ble) dimostrarono che I'emojuvelina

agiva come un co-recettore di BMP per stimolar&dacrizione di epcidina. In entrambi
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gli studi I'espressione dell’'epcidina era statansilata dal trattamento con BMPs, in una
maniera dipendente dalla presenza di SMAD4 (50)PBM emojuvelina (51).

Sembra probabile che le SMADs attivate leghinottiireente il promotore dell’epcidina
in risposta al segnale di BMP. Tuttavia, in cortason altri fattori trascrizionali, i siti
consenso per il legame SMAD sono altamente variagbdifficili da predire. Sebbene
Truska e colleghi abbiano localizzato elementi oespvi al BMP nel promotore
dell'epcidina (52), rimane ancora da stabilire coawenga esattamente la regolazione

trascrizionale attraverso BMP.

+ REGOLAZIONE DELL 'ESPRESSIONE DELL EPCIDINA

| fattori che regolano I'omeostasi del ferro moddanche i livelli di epcidina. L'epcidina
e regolata sia dalle quantita di ferro-transferdgimaolante, sia dalle riserve intracellulari di
ferro. Le variazioni quantitative del ferro di dejo, l'eritropoiesi, I'inflammazione e
I'ipossia sono fattori che influenzano I'assorbineedi ferro nell'intestino e il suo rilascio
dalle cellule, e sono quindi i pit importanti fattsistemici che regolano i livelli di mMRNA
di epcidina nel fegato. L’espressione di epcidimananta in risposta al ferro orale e
parenterale e diminuisce in condizioni di defiditfelro. La regolazione di epcidina da
parte del ferro agisce con un meccanismo a feedtlaekpermette al ferro di entrare nel
plasma quando la domanda e alta, ma ne limitdagaio quando esso non e richiesto. Il
meccanismo con cui il ferro agisce non é ancotta staarito completamente, ma parecchi
studi suggeriscono che sono tre le proteine cheribarscono, individualmente o in
associazione tra loro, alla regolazione della sinté# epcidina: HFE e TfR2 (come
molecole di rilevamento del ferro extracellulare)MH(come molecola di rilevamento del

ferro intracellulare attraverso il pathway dellebanorphogenetic protein) (Figura 10).
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HFE € una proteina di membrana, appartenenteati#gfia delle HLA di classe |, mutata
nella forma pitl comune di emocromatosi ereditafigespressa principalmente a livello
epatico, a bassi livelli in molti altri tessuti.ugi recenti (53,54) hanno evidenziato che la
proteina HFE interagisce con il TfR1 sulla membrabasolaterale delle cellule
indifferenziate delle cripte, alla base dei viliatlenali. HFE compete con la transferrina
per il sito di legame sul TfR1, sebbene la tramsfardiferrica abbia maggiore affinita di
legame per il recettore. A basse % di saturaziatla transferrina, HFE € sequestrata da
TfR1 e non € in grado di interagire con TfR2 (ongolaalla formal ma principalmente
espresso nel fegato dove viene anche sintetizegieidina) e di conseguenza non induce

I'espressione di epcidina.
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Figura 10 — Regolazione dell’espressione dell’epcidina.
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L’emojuvelina appartiene alla famiglia delle RGMefRulsive Guidance Molecule), ed e
sintetizzata dagli epatociti come proteina di memhbr legata a GPI
(glicosilfosfatidilinositolo). Si comporta come -tecettore per BMP-2, 4 e 6 (55,56).
BMP, attraverso la cascata di trasduzione del segheSMAD, e il principale attivatore
dell’'espressione dell’'epcidina.

A livello extracellulare BMP-2, 4 e 6 si legano'@thojuvelina di membrana (m-HJV) e al
recettore di BMP (BMPR). Questo induce la fosfaibme di SMAD-1, 5 e 8 con
formazione di complessi eteromerici in grado divate il mediatore comune SMAD4. A
seguito della traslocazione nucleare, i compledsromerici SMAD stimolano la
trascrizione del gene HAMP.

Sebbene molti ligandi della famiglia BMP siano madp di legare I'epcidina in vitro e in
Vivo, recentemente e stato dimostrato che solo BEIR&ponsabile dell’attivazione ferro-
dipendente della cascata SMAD.

Esiste anche una forma solubile di emojuvelina {8 prodotta dal fegato e dal muscolo
scheletrico, che competendo con la mHJV per i tigan BMP, antagonizza I'espressione
di epcidina (57). Il pro-ormone furina convertasresponsabile del rilascio di sHJV; la
secrezione di HJV e regolata dal ferro e dall’ijpmss

Un altro segnale in grado di indurre I'espressidnepcidina appartiene al gruppo delle
citochine pro-infammatorie: l'interleuchina 6 (IL6&timola I'espressione dell’epcidina in
vivo attraverso il pathway JAK/STAT3 causando ridne di ferro sierico, ritenzione di
ferro nei macrofagi e blocco dell'assorbimento stiteale (58).

Al contrario, la carenza di ferro, 'anemia e I'gsda inibiscono la sintesi di epcidina per
rispondere alle esigenze eritropoietiche. Quesposta multifattoriale richiede diversi
segnali: in carenza di ferro diminuiscono i livelliBMP6 ed aumentano i livelli sHJV che

contribuiscono alla repressione di epcidina.
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Recentemente € stato dimostrato che il GDF15, umbre della famiglia dei TGIB-
(Tumor Growth Factor), media la soppressione dideépa nella talassemia (59). Poiché
concentrazioni elevate di GDF sono state ossenatseangue di pazienti c@atalassemia,

e stato ipotizzato che il GDF15 overespresso aacaatl’espansione midollare possa
contribuire al sovraccarico di ferro inibendo I'esgsione di epcidina.

Nello stesso modo HIF1, un eterodimero la cui espoee € regolata a livello post-
traduzionale, puo inibire I'epcidina in rispostéipbssia. In presenza di ossigeno, Hifd
modificato da una idrossilasi ferro-dipendente edlegradato attraverso il pathway
mediato dall’'ubiquitina. In caso di ipossia o cx@ae di ferro l'attivita dell'idrossilasi e
inibita, HIFla si accumula e trasloca nel nucleo dove lega il easo ARNT/HIFB.
L’eterodimero HIF1 lega sequenze HRE (Hypoxic Respe Element) sul promotore
dell'epcidina e ne riduce l'espressione (47) (Fegdl). La rilevanza dell'ipossia sulla
regolazione di epcidina € dunque tanta ma nonahirmparticolare non si conosce se HIF

regoli la trascrizione di epcidina in modo diredtandiretto.
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Figura 11 - Regolazione sistemica dell’epcidna.
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+ LA FERROPORTINA: IL GENE E LA PROTEINA

La ferroportina € l'unico esportatore di ferro nartebrati fin ora conosciuto. Studi
condotti su zebrafish e topi hanno dimostrato chedmpleta perdita dell’esportatore
durante lo sviluppo embrionale € letale a causkirdelpacita di trasportare lo ione dalla
madre all’embrione attraverso la placenta. La presealella ferroportina € stata rilevata in
tutti i tessuti che presentano un maggiore affludisterro, come gli enterociti duodenali
dove la ferroportina € responsabile del trasportdedo introdotto con la dieta dalla
membrana basolaterale al circolo (60,61), i magiadave FPN1 esporta ferro dal citosol
al circolo, gli epatociti e la placenta che traspderro dalla madre al feto (62,63,64). Studi
su topi aventi un silenziamento selettivo del gesies lo rende espresso nell’interfaccia
feto—madre, ma lo inattiva negli altri tessuti, harosservato lo sviluppo precoce di ferro
deplezione nei nuovi nascituri causato dall'impsita di esportare il ferro intestinale
dall’'enterocita al flusso sanguigno. La ferropati(FPN1o SLC40) e un esportatore
avente 12 domini transmembrana, con entrambe teneish C ed N terminali poste nel
lato citosolico, e presente sulle membrane bagalatdegli enterociti, sulle membrane dei

macrofagi e delle cellule non polarizzate (glolassi) (Figura 12).

Figura 12 —Struttura cristallografica della ferroportina.
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Essa esporta lo ione ferroso (Pe2l quale dovra essere ossidato allo stato ferda una
ferrossidasi, necessaria anche per stabilizzarfertaportina a livello delle membrane,
prima che lo ione esportato si leghi alla trangfierrL'importanza della FPN1 € messa in
ulteriore evidenza quando la si rapporta all'epw@dpoiché il trasportatore e il ligando
dell’ormone epatico. L'epcidina si lega alla feroofina e ne promuove l'internalizzazione
mediante la fosforilazione degli aminoacidi postiligello del loop intracellulare
dell’'esportatore. Il complesso FPN1 — epcidina eiawosi internalizzato promuovendo
'ubiquitinazione e la degradazione lisosomialeedirambe le proteine (65,66). Questo
meccanismo e sufficiente per spiegare la regolazdmil’assorbimento di ferro, poiché gli
enterociti deputati al suo assorbimento svolgontmia funzione soltanto per due giorni
prima di staccarsi dall’apice dei villi e dispersienel lume intestinale. Percio, il trasporto
tramite ferroportina stabilisce se il ferro sia deg alla transferrina o rimosso
dall’organismo con gli enterociti persi. Quandorigerve di ferro sono adeguate o in
eccesso, il fegato produce I'epcidina che raggidlgiestino tenue. Qui, I'epcidina si lega
alla ferroportina e ne induce la sua internalizaagj bloccando in questo modo l'unica via
di trasferimento del ferro dall’enterocita al plasn@Quando i livelli di ferro sono bassi, la
produzione di epcidina e soppressa e le molecolerdbportina sono distribuite sulla
membrana basolaterale degli enterociti, consenteihdtvasporto di ferro verso la
transferrina plasmatica (Figura 13). Questo mescanidi regolazione & importante sia
nell'epitelio intestinale, sia nei macrofagi delstema reticoloendoteliale, dove
I'inattivazione della ferroportina interrompe ilascio di ferro recuperato dai globuli rossi

senescenti. Entrambi gli eventi portano al medesisuitato: diminuzione di ferro sierico.
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Figura 13- Interazione tra epcidina e ferroportina.

+ REGOLAZIONE DELL 'ESPRESSIONE DELLA FERROPORTINA

Il ferro € un elemento essenziale per la soprawgaedegli organismi ed é richiesto per
I'attivita di molecole coinvolte in una serie diesti fisiologici cruciali come il trasporto
dell'ossigeno, la respirazione mitocondriale e iltesi del DNA. Pero a causa delle
proprieta pro-ossidanti del ferro, un suo eccesadta dannoso per il DNA, i lipidi e le
proteine, portando a morte cellulare e disfunzibssutale. Nei mammiferi non esiste un
pathway secretorio del ferro, ma gli organismi tego le riserve di ferro nel corpo
attraverso la regolazione dell'assorbimento imasti e l'interazione epcidina-ferroportina
(67,68,69). L'espressione della ferroportina € ladgo a livello post-trascrizionale
attraverso il sistema IRE/IRP (60,61) e a livellmsiptraduzionale o sistemica dall'azione
dell'epcidina. L'mRNA di FPN1 ha I'IRE (iron respore element) al 5 UTR e la sua
espressione é regolata trascrizionalmente dalkeipoIRP1 e IRP2. Alcuni geni coinvolti
nel metabolismo del ferro contengono I'IRE al Snedia la repressione trascrizionale
(ferritina e ALAS), mentre altri geni contengontRE al 3' UTR e stabilizza 'mRNA
(TfR1 e DMTL). Il sistema IRE/IRP é regolato da#itato intracellulare del ferro e in

particolare € attivato da carenza di ferro. DaiNaé IRE/IRP le cellule recuperano ferro
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citosolico attraverso l'azione del TfR e DMT1, aamporaneamente sequestrano ferro

attraverso la ferritina e bloccano I'esportazionfemo attraverso la non sintesi di FPN1.

+ FERROPORTINA ED ERITROPOIESI

Un adeguato apporto di ferro € importante per auatadeguata eritropoiesi, si sa infatti
che circa il 70% del ferro presente nell'organistimcluso nel gruppo eme. D’altra parte
bisogna fare molta attenzione che il ferro non uanuli negli eritroblasti durante il
processo di maturazione, causando una tossicitalarel con conseguente apoptosi (in
qguesto caso emolisi); per questo motivo € neceseshé le cellule della linea eritropoietica
siano dotate di un esportatore di ferro quale INEP

La scoperta della FPN1 sulla membrana degli etdsibée sorprendente in quanto si
pensava che queste cellule non avessero bisognan dierro esportatore poiché si
supponeva che la fuoriuscita cellulare dello iongeaisse esclusivamente durante il
processo di degradazione da parte dei macrofagsialsiente si puo affermare 'esistenza
di due isoforme della ferroportina: quella IRE digente: FPN1A e quella non — IRE:
FPN1B. Quest'ultima é altamente espressa nel doodmve rappresenta il 25%
del’'mRNA totale della ferroportina, mentre nel wild rappresenta il 40% della
ferroportina complessiva espressa e meno del 6% alggtessuti. Entrambe le isoforme
1A e 1B sono molto espresse negli enterociti epnecursori eritroidi. La scoperta di
FPN1B negli enterociti duodenali spiega il motiver pcui gli enterociti possano
continuamente esportare ferro in circolo anche araa ferro. La presenza di FPN1B nei
precursori eritroidi aiuta invece a comprendemeiccanismo di come tali cellule possano
sentire i livelli sistemici di ferro e come il diffenziamento proceda in sintonia con la
quantita di ferro che cambia durante I'eritropoieaiquantificazione dei trascritti 1A e 1B

rivela che l'isoforma 1B e prevalentemente espree#a linea eritroide, dove rappresenta
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oltre il 60% dei livelli di mMRNA della ferroportingl contrario i livelli di trascritto della
FPN1B sono dieci volte meno nei macrofagi (il 15ét'chRNA totale della ferroportina).

Il promotore di FPN1B e regolato da due fattorstrazionali, GATA e EKLF, che inoltre
sono coinvolti nella regolazione di altri geni \vitli specifici, inclusi I'emoglobina e il
TfR. Cio suggerisce come l'omeostasi del ferro eriaduzione di globuli rossi siano
coordinatamente regolati nei precursori eritroitlipromotore di FPN1B €& espresso in
modo specifico nelle cellule duodenali ed eritrpidientre il promotore di FPN1A é
espresso in modo ubiquitario. | livelli proteiciEFliPN1 sono maggiori nelle cellule eritroidi
e nei macrofagi rispetto alle altre cellule del atio. Comparando I'espressione di FPN1
con i livelli di proteina si nota come I'mRNA di RBB correli con i livelli di proteina solo
pero nelle cellule eritroidi, non nei macrofagi (70). La FPN1A e trascritta ad alti livelli
al giorno 0 dell’eritropoiesi normale ma la pro&®iRPN1 non incrementa con i livelli di
trascritto della FPN1A. Dunque i livelli di prot@rFPN1 riflettono i livelli di trascritto
FPN1B. La FPN1A contribuisce in modo minore alladuzione di ferroportina, mentre la
FPN1B é funzionalmente e traduzionalmente piu deteinte nel generare la proteina
ferroportina. Le due isoforme della FPN1 suscitamato interesse, uno studio recente ha
ipotizzato che la funzionalita dell’esportatore sfmosulla membrana degli eritrociti, sia
quella di garantire una soppressione parziale efghldopoiesi qualora i tessuti non
eritropoietici rischino lo sviluppo di ferro depleme. Cid spiega perché situazioni
caratterizzate da carenza di ferro (anemie) somaalggiori condizioni che preannunciano

la manifestazione di ferro deplezione nei mammifé2) (Figura 14).
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Figura 14 - Espressione della FPN1 durante I'eritropoiesi.

+ FERROPORTINA E MACROFAGI

La produzione di nuovi eritrociti nel midollo osseain processo che richiede I'utilizzo di
ferro depositato nel corpo e l'attivita eritroidel dhidollo controlla 'omeostasi del ferro. |
macrofagi giocano un ruolo importante nel contrellda biodisponibilita di ferro per
I'eritropoiesi. Queste cellule che fagocitano ibgib rossi senescenti (senescent red blood
cells RBCs), ricicliano circa 20-25 mg di ferro emgeantita necessaria per la produzione
giornaliera di nuovi eritrociti (73). Il legame traecchi globuli rossi con la membrana dei
macrofagi porta alla formazione di vescicole fagobe che internalizzano gli eritrociti
cosi da poterli degradare. Le molecole di eme qidds nel citosol fungono da sensore
molecolare per la trascrizione di eme ossigena€)-{) che degrada I'eme, rilascia CO,
biliverdina e ferro ferroso (Fe Il). A questo puiitéerro liberato puo essere storato con le

molecole di ferritina e utilizzato in un secondo nmemto o esportato fuori dal plasma
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tramite ferroportina (FPN). Quale sia il destinpatide dall'affinita del ferro con una di
queste due proteine “accettatrici” di ferro. Lard@ortina € altamente espressa sulla
membrana plasmatica dei macrofagi ma sopratuttdi srgerociti duodenali dove
contribuisce all'assorbimento di ferro intestindl&spressione di ferroportina in cellule
eritroidi & certa ma la sua funzione non é stata@chiarita (72). Cosi come nelle cellule
eritroidi anche nei macrofagi la ferroportina € getta a due tipi di regolazione: post-
trascrizionale da parte del ferro e sistemica deepdell’epcidina. A livello post-
trascrizionale le modificazioni del contenuto dirée intracellulare sono normalmente
rilevate da proteine regolatrici del ferro chiami®1 e IRP2 che, agendo da sensori delle
quantita di ferro, regolano la trascrizione di aicgeni target attraverso il legame con
degli elementi responsivi al ferro (IREs) presewile regioni non codificanti del’'mRNA
di questi geni. Un incremento di ferro intracelhelainduce un cambiamento
conformazionale nelle IRPs che cosi perdono li#dfidi legame con I'IRE e si accende
cosi la trascrizione di geni come la ferritina efdaroportina. Ultimamente l'importanza
delle IRP nel controllare la trascrizione di FPNtata contestata in quanto l'inattivazione
selettiva della IRP2 in macrofagi di topo non hapnavocato significative modificazioni.
Cio fa ipotizzare ad una gestione del ferro neinofagi che dipende maggiormente da un
signaling a livello sistemico (74). E' stata infip@posta un'ultima regolazione che sembra
valere anche per la ferroportina espressa nelleleeritroidi, ovvero una regolazione
trascrizionale da parte delleme. Il processo dirofagocitosi, attraverso il pathway
mediato dall'eme, induce la sintesi di FPN, HO-fegitina. Infatti, in condizioni di
abbondante eme, questo lega il repressore trastaie Bachl che normalmente forma un
eterodimero con una proteina chiamata MafK. Quésta non complessata a Bachl puo
cosi legare un elemento di reclutamento Maf (Maddgmition Element MARE) presente

su alcuni geni target inducendone la trascriziof®.(L'eme, in forma di emina o come
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emoglobina, attiva in particolare la sintesi di FlRNmodo ferro-indipendente (76) (Figura

15).
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Figura 15— Meccanismi di azione e regolazione della ferrbpa nei macrofagi.

La regolazione trascrizionale e post-trascriziondédla ferroportina gioca un ruolo
importante nel controllare la disponibilita di ferper I'eritropoiesi e quindi un difetto in
uno di questi step della regolazione puo contrébaila comparsa di disordini del ferro.
Infatti I'aumento dell'efflusso di ferro dai maagf causa una diminuzione dei livelli di
epcidina che contribuisce cosi ad incrementare alarazione della transferrina e il
sovraccarico di ferro nei tessuti. Al contrariogriementare l'attivitd del macrofagi con la
presenza di elevati livelli nel siero di epcidicantribuisce a trattenere ferro nei macrofagi

e limitare cosi I'eritropoiesi in malattie da imfiemazione cronica (77,78).
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+ REGOLAZIONE DELL "EPCIDINA DALL 'OSSIGENO,

DALL 'ANEMIA E DALL 'ERITROPOIESI : GDF15E HIF

La produzione di epcidina e soppressa da condizloanemia, ipossia, ferro deplezione
ed eritropoiesi, tutti fenomeni che richiedono deper la sintesi di emoglobina. L’'anemia
dovuta da sanguinamento o dall’emolisi indotta daildrazina causa una diminuzione dei
livelli di mRNA dell'ormone (79). Topi esposti pdue giorni al trattamento delle camere
iperbariche hanno presentato livelli di epcidina passi. Questo avviene perché I'anemia
e l'aumento dei livelli di ossigeno causano la pdne di eritropoietina (EPO) e
determinano un aumento dell’eritropoiesi, fenompeocui il ferro diventa indispensabile;
per questo motivo i livelli di epcidina devono dimiire per garantire un maggiore apporto
di ferro allorganismo (79). Per quanto riguarderitropoiesi e il sistema di riciclo dei
globuli rossi senescenti, € importante sottolinedne circa il 65-70% del ferro contenuto
nell'organismo lo si ritrova negli eritrociti alfiterno dell’emoglobina; di conseguenza, la
domanda di ferro da parte dell’organismo e stregtam legata al livello di eritropoiesi
(80). A livello molecolare accade che I'eritropanet scatena un signalling che silenzia
I'epcidina mediante l'attivazione di molecole chanmo a posizionarsi sulle regioni
antecedenti al promotore del gene HAMP, impedendattori di trascrizione di legarsi
(65). Nel 2008 molti lavori si sono incentrati sukkcopo di trovare una molecola, un
fattore specifico per I'eritropoiesi che potesséine I'espressione di HAMP. Il gene
candidato a questa funzione ¢ il Growth Differemdra Factor 15 (GDF15), un membro
della super famiglia del Transforming Growth Fadtorle cui espressione e secrezione
sono aumentate durante la maturazione degli eldtstl(81) (Figura 16). Si pensa che la
produzione di GDF15 sia il collegamento tra I'exioiesi e la soppressione di epcidina

anche se studi recenti mettono in discussione guestelazione diretta (82).
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Figura 16 - Conseguenze dell’eritropoiesi inefficace sulladuzione di GDF15 ed epcidina.

+ GDF15
Il locus del human Trasforming Growth Factor 15 [#35) e stato mappato mediante
Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) sul cr@oma 19p12.1-13.1. La struttura del
gene del GDF15 e molto semplice in quanto &€ compsaiamente da un introne e da 2
esoni codificanti la proteina (59). Il suo proma&dra dei siti di legame per due fattori di
trascrizione: p53 e Spl/Egrl. GDF15 e una deliéepre maggiormente secrete mediante
I'azione di p53: cio induce a pensare che la citeckia sensibile a diversi processi quali
I'arresto del ciclo cellulare e l'apoptosi; si @d@nquindi che l'espressione di GDF15
dipenda da fattori di trascrizione che possonoleggala una parte una risposta allo stress
o all'apoptosi, e dall'altra una risposta al défemiamento tissutale. Ad esempio, se
l'ipossia o0 qualsiasi altro stress cellulare caasam aumento nel siero dei livelli di p53 e

Spl/Egrl, conseguentemente si puo osservare unnguimell'espressione di GDF15 che
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riflette, per I'appunto, la situazione di stres8,83). Il GDF15 e un membro della super
famiglia del Trasforming Growth Factor beta (TG¥-che comprende circa 40 proteine.
Questa superfamiglia e coinvolta in una serie dcessi quali differenziazione cellulare,
sviluppo ed apoptosi; il GDF15 presenta un’omolagjisstruttura per quanto riguarda il
dominio C — rich a tutte le altre citochine, mafetisce da queste per circa il 70% della
restante sequenza aminoacidica, conferendogli tm#tusa pressoché unica all'interno
della superfamiglia. Una volta trascritto, il GDFp¥esenta le stesse caratteristiche dei
membri del TGF $, esso infatti € un dimero, le due porzioni prdteisono legate tramite
un gruppo disulfidrico. In questo modo il precuescsi ritrova legato alla matrice
extracellulare in una forma chiamata proGDF15aglib a livello della regione RXXR
garantisce la produzione dell'estremita C termichle viene rilasciata nel siero ottenendo
cosi il GDF15 maturo (Figura 17). Il GDF15 é faaginte rilevabile nel sangue dove agisce
come un messaggero extracellulare, purtroppo ad Qg ancora sconosciuti sia i
recettori del GDF15 sia la cascata del signallihg esso produce a livello delle cellule

bersaglio (83).
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Figura 17 - GDF15: dal gene alla proteina.

Purtroppo si sa ancora poco riguardo i pathways relgelano I'epcidina in risposta

all'ipossia, il maggior candidato a questa regalaeié¢ il fattore ipossia — inducibile (HIF).

HIF € un eterodimero la cui espressione é regaldiaello post traduzionale; vi sono 3

subunita regolatorie chiamate HIFa (tesponsiva all’ossigeno), HIF e2 HIF - 3u.

In presenza di ossigeno, le subunita regolatoriggero idrossilate all’altezza di due

proline mediante I'azione di una prolil idrossilasssigeno e ferro dipendente che le
degrada mediante ubiquitinazione. Quando siamocomdizioni di anemia significa che

I'organismo non ha globuli rossi sufficienti perrgatire il corretto afflusso di ossigeno ai
tessuti verificandosi cosi una situazione di ipmgssutale, ma non solo, pochi globuli

rossi indicano una diminuzione di ferro legatoeatie.
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In queste condizioni di ipossia o di ferro depleeole idrossilasi sono inattive,
permettendo cosi alle subunita di HIF di esseralgite e di accumularsi nello spazio
citoplasmatico, dopodiché traslocheranno nel nyassociate alla subunit® {recettore
citoplasmatico) ed il complesso eterodimerico faosasi leghera agli elementi responsivi
dell'ipossia (HREs) posti sulla sequenza del gemnentktresse. Tutto cid ha come
conseguenza la trascrizione dei geni coinvolti reEntrollo del metabolismo,
dell’angiogenesi, dello stress cellulare ed apaptos

Geni attivati da HIF possono essere classificati3irgruppi funzionali. 1) Proteine
partecipanti all’eritropoiesi come eritropoietinaansferrina, TfR, eme ossigenasi. 2)
Proteine che aumentano la distribuzione di ossiggnessuti. 3) Proteine richieste per
garantire 'adattamento del metabolismo cellulareaondizioni di ipossia (47,6%)igura
18). E stato inoltre osservato che l'aumento dgfifessione di HIF1 garantisce un
abbassamento della trascrizione del gene HAMPyIs@ando la correlazione tra ipossia e
metabolismo del ferro. La regolazione di epcidiediencondizioni di ipossia puo rivelarsi
molto importante per capire 'accumulo di ferroaeslia cattiva distribuzione nelle anemie

congenite croniche (67).
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Figura 18 - Azione di HIF nel metabolismo del ferro.
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+ BONE M ORPHOGENETIC PROTEIN 6

Le BMPs fanno parte della grande superfamigliaTd@F —; sono dei fattori solubili,
autocrini o paracrini, che garantiscono il sigmagliattraverso recettori eterogenei posti
sulla superficie cellulare. Il legame delle BMPswdco — recettore facilita I'interazione
con il recettore BMP di tipo | che a sua volta anir contatto con un recettore BMP di tipo
Il il quale possiede dei siti per I'attivita treond serin kinasica. La fosforilazione del
recettore di tipo | garantisce l'inizio della catscdi trasduzione del segnale avente come
fine ultimo [lattivazione dei peptidi SMAD 1-5-8 ¢8s of Mothers Against
Decapentaplegic Homologue), fattori di trascrizioclee, una volta attivati, si legano
formando un complesso con SMAD 4 e traslocano neleo per stimolare la trascrizione
dei geni aventi le regioni responsive alle BMPs ERalle quali il complesso SMAD si
lega (65,84,85). Tra le varie BMPs, I'isoforma §uella che risulta responsiva ai livelli di
ferro: come I'epcidina, il suo MRNA aumenta cornufizentare di ferro e viceversa, si
ipotizza cosi che la BMP6 ha un ruolo preponderargif’attivazione del signalling
coinvolgente le SMAD garantendo un aumento di trasme del gene HAMP in vivo.
Ulteriore supporto a queste informazioni € I'ossgrgne dellaumento di espressione di
BMP6 sulla superficie dell’epatocita in corrisponda ad una dieta ricca di ferro (86)
(Figura 19). L'inibizione dell’azione delle BMPs @usata dall'interazione di queste

ultime con la porzione solubile dell’emojuvelina.
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Figura 19 - Azione di BMP6 sulla superficie dell’epatocita.

+ EMOJUVELINA (HJV)

L’HJV e una proteina che si trova sulla superfidetle cellule del muscolo scheletrico,
cardiaco e sulla membrana degli epatociti. La sualizzazione sulla superficie cellulare e
resa possibile grazie ad un legame mediato daicwsgfosfatidil inositolo. Pazienti aventi
mutazioni nel gene dellHJV presentano bassi liveli epcidina con conseguente
sovraccarico di ferro, portando a ritenere che ratgina possa essere un importante
modulatore dell’espressione di epcidina. Si € saopmoltre che I'emojuvelina non e
presente solo come proteina legata alle membrameyingé anche una forma solubile
(sHJV) generata dall'azione di furine che tagliamdivello dei siti specifici la forma
ancorata alla membrana (87,88).

Il ruolo principale dell’emojuvelina legata alla mbrana (mHJV) é stato chiarito quando
vi é stata la scoperta che essa fungeva da coettoee per le BMPs; infatti la m-HJV
amplifica lo stimolo scatenato dalle BMP2 e BMP4este BMPs sono sensibili alla
olotransferrina (transferrina saturata) e si legandoro recettori sulla cellula epatica;
l'interazione tra HJV/BMPs é risultata necessariar marantire il signalling per
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I'attivazione trascrizionale di HAMP. Questa fumzé € stata confermata dallo studio di
mutazioni dell’lHJV, le quali causano una emocrorsiagiovanile in quanto la proteina
non €& piu presente sulla membrana plasmatica ediqgoon riesce ad interagire con le
BMPs e i loro recettori, impedendo cosi una up gol&zione della sintesi di epcidina
(87,88). L’isoforma solubile invece € un componantibitorio del pathway per I'epcidina.
La sua produzione € legata alla condizione di fdeplezione e di ipossia; in condizioni di
carenza di ferro e di ossigeno vi € un aument@agetduzione di furina, proteina in grado
di clivare l'isoforma mHJV generando cosi alte aamtcazioni di sHJV, le quali vanno a
competere con l'isoforma di membrana per il sittedame sul recettore BMP che rimane
cosi privo del suo ligando. In questo modo non aiifica il signalling responsabile
dell'attivazione del gene HAMP, avendo come ridolttabbassamento di produzione di
epcidina (80,88,89)Figura 20). Poco si sa invece della sua funziténah condizioni

fisiologiche.
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Figura 20 - Schema dell’lomeostasi del ferro e della regolazdirepcidina in ipossia.
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+ MATRIPTASI 2 (TMPRSS6)

La matriptasi € una serina proteasi plasmaticaipdi I, membro della famiglia degli
enzimi proteolitici di membrana. Questa proteasiltamente conservata nell’'uomo, nel
topo e nel ratto ed e altamente espressa a lidelléegato. La proteina ha 811 aminoacidi
che costituiscono una coda citoplasmatica all’Nerminale, un dominio transmembrana,
un dominio responsivo al riconoscimento delle BME8/B) e un dominio extra cellulare

al C —terminale ove vi & posta l'attivita proteas{87,90)Figura 21).
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Figura 21 - Schematica rappresentazione della matriptasi.

Studi sulla funzionalita della matriptasi hanno dgtmato che l'attivita serin proteasica nel
dominio extracellulare sia fondamentale per il colld dell’attivazione del pathway di
trascrizione del gene HAMP. Purtroppo poco si gaaido al ruolo della matriptasi — 2; e
stato ipotizzato che essa sia sensibile alle cdrecgani di ferro legato alla Tf, e che sia
attiva in caso di aumento dei livelli in circololideione. Studi condotti sulla proteina sono
arrivati alla conclusione che essa possa o degradar attivatore (grazie all'attivita

proteasica) oppure possa garantire l'aumento deléssione di un inibitore della
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trascrizione del gene HAMP. Si pensa inoltre chméiccanismo d’azione di TMPRSS6
agisca sul complesso SMAD 1-5-8 impedendo ad estegarsi a SMAD4 rendendo cosi
impossibile la traslocazione del complesso nel ewc(87) (Figura 22). Ulteriori
informazioni derivano dallo studio di topi transgendenominati Mask, i quali non
esprimono la TMPRSS6. Questi topi sono affetti danaia refrattaria caratterizzata da
carenza di ferro (IRIDA) e presentano altissimelivdi epcidina con conseguente ferro
deplezione. Da ci0 si evince che la matriptasista2una proteina che garantisce il blocco
della trascrizione del gene HAMP, m questo non @wiin maniera diretta bensi

attraverso il taglio della mHJV (90).
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Figura 22 - Azione della matriptasi a seconda della dispiitéldi ferro.

46



Introduzione: capitolo 1

+ EMOCROMATOSI EREDITARIA (HH)

La malattia & caratterizzata da sovraccarico dofeelle cellule parenchimali di diversi
tessuti, accumulo dovuto sia allaumento dell'assoento intestinale dello ione, sia a
causa del suo rilascio da parte dei macrofagi k daalllule reticoloendoteliali. L'HH &
geneticamente eterogenea: studi di genetica malecdianno fornito informazioni su
nuove proteine implicate nella regolazione deldetrgeni noti al momento sono: HFE,
(Human Hemocromatosis Protein) responsabile detlad classica o di tipo 1 (91), TfR2,
mutato nella forma di tipo 3 ed epcidina, mutataintipo di forma giovanile (92). L'HH
HFE-correlata € una malattia che insorge in etdtada penetranza incompleta, che
colpisce prevalentemente i maschi verso i 40-50i.aRn0 causare cirrosi epatica,
cardiomiopatie, diabete, ipogonadismo ed altre endopatie, artropatie e pigmentazione
cutanea (93). Essa e dovuta a mutazioni di HFE. gamtipi prevalgono tra i pazienti:
omozigosi o eterozigosi composta di C282Y con H6BBIH di tipo 2 e definita anche
“giovanile” perché i sintomi compaiono piu precoaate, il grado di sovraccarico e
maggiore e colpisce entrambi i sessi. La maggidepei pazienti ha mutazioni in un gene
mappato sul braccio lungo del cromosoma 1 (1q)9®led identificato di recente (94).
Questo gene codifica la proteina emojuvelina, esar@revalentemente a livello epatico e
cardiaco, il cui ruolo funzionale rimane tuttaviacaro. Le mutazioni descritte sono in
genere private; una mutazione ricorrente € G320MHLdi tipo 3 € dovuta a mutazioni di
TfR2, un recettore della transferrina poco not@resso a livello epatico, con possibile
funzione regolatoria. La malattia presenta aspermedi tra tipo 1 e 2: il quadro clinico
€ meno grave rispetto al tipo 2, ma il sovraccagcogia presente nei primi anni di vita.
L’HH di tipo 4 e una forma dominante di sovraccarit ferro dovuta a mutazioni nel gene

SLC40A1, che codifica la ferroportina 1 (95).
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La proteina HFE viene codificata dall’lomonimo gesiteato sul cromosoma 6; HFE € una
proteina di membrana simile al complesso MHC des#al ed € associata affa— 2
microglobulina, € espressa a bassi livelli nellaggiar parte dei tessuti, mentre e
fortemente presente sulla superficie delle celydatiche, sede della sintesi dell’epcidina.
Si pensa che la funzione di HFE sia quella di rexgol'assorbimento di ferro intervenendo
sull’interazione tra il TfR1 ed il suo ligando, @no la transferrina. Come avviene questa
interazione? Si e osservato che la proteina HFEragisce con il recettore per la
transferrina 1 sovrapponendosi al sito di legamdgtransferrina. Quest'ultima € in grado
di scalzare HFE dal suo sito di legame grazie l@dl'affinita che ha con il suo recettore, in
guesto modo HFE si trova libera sulla membranaiadyéado di scatenare il signalling per

una positiva sintesi di epcidina (Figura 23).
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Figura 23 - Signalling scatenato da HFE posto sulla superfiell’epatocita.

A supporto di questa teoria sono stati generati@mitransgenici per il legame tra HFE e
TfR1 che rimane altamente stabile e costitutivchana presenza di transferrina saturata;

in questi topi si ha una produzione bassissimadidea dovuta alla mancata disponibilita
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di HFE sulla membrana dell’epatocita con la consetgl assenza del signalling per la
trascrizione del gene HAMP.

La stessa interazione la si pud osservare anchelisoforma 2 del recettore per la
transferrina, infatti quando HFE e TfR2 sono owaressi sulla superficie della medesima
cellula, essi sono in grado di interagire. HFEosirappone al sito di legame per la Tf posto
sull’isoforma 2 del recettore; la Tf scalza HFEdrdosi al recettore e in questo modo
TfR2 e HFE innescano una cascata del segnale ER&KEES8/MAP kinasi dipendente

andando a stimolare la trascrizione di epciding (Biyura 24).
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Figura 24 - L'azione di HFE dipende dalla concentrazionéedio.

Per quanto riguarda lo studio della regolaziongedld molecolare del gene HAMP, c’e da
dire che i fattori responsabili di questa regolaeicono stati studiati singolarmente. In
vivo abbiamo una situazione diversa, dove quetibriainteragiscono I'uno con laltro a

diversi livelli del signalling per garantire la i@gzione del gene epatico.
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+ ANEMIE DA SOVRACCARICO DI FERRO : CDA E B-TALASSEMIE

Le anemie diseritropoietiche congenite (CDA) comgmno un gruppo di rari disordini
ereditari caratterizzati da anomalie morfologichigr@blastiche, eritropoiesi inefficace e
sovraccarico di ferro. Le CDA sono ulteriormentddiuise in due gruppi: CDAI e CDAII
le quali sono le piu frequenti. | due gruppi di CRiKferiscono rispetto alle mutazioni
responsabili della malattia ed alle caratteristiolw@fologiche degli eritroblasti: i pazienti
affetti da CDAI presentano mutazioni del gene CDA®&IQli eritroblasti a livello del
midollo osseo mostrano un’eterocromatina spugndsaazienti affetti da CDAII
presentano la mutazione del gene COPII il qualsataformazione di eritroblasti bi o tri
— nucleati, nei quali si osserva la deglicosilagiadi proteine e lipidi e il reticolo
endoplasmatico forma delle doppie membrane (97a@avas ha dimostrato in uno studio
pubblicato quest’ anno, che i livelli di epcidinal rsiero dei pazienti affetti da CDA non
sono diminuiti rispetto quelli misurati nei contradani. L’autore afferma che per poter
confrontare le concentrazioni di epcidina tra sti@DA e sani, hon bisogna osservarne i
livelli nel siero, ma & necessario rapportarla déaitina; cosi facendo, si nota una
diminuzione di questo rapporto nei pazienti CDApeiso ai controlli. In questo modo si
pud confermare che le concentrazioni del peptidtiap sono estremamente basse nel
siero dei pazienti. Studi recenti hanno esprespotési che l'eritropoiesi inefficace possa
inibire I'espressione di epcidina attraverso un caessmo che finora resta sconosciuto.
Sono state portate avanti molte ipotesi riguarddegame tra eritropoiesi inefficace,
inibizione di epcidina e sovraccarico di ferro; on@anti modelli di malattie umane utili

per lo studio di questa correlazione sonp letalassemie.
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CAPITOLO 2: LE SINDROMI TALASSEMICHE

Le talassemie rappresentano un gruppo eterogeradterhizioni mendeliane, caratterizzate
da una mancata, o diminuita, sintesi della catemadella caten@ della emoglobina A
(02B2) (98). Sulla base della catena mancante si distingo-talassemie g-talassemie. Le
talassemie costituiscono uno dei disordini gengtigi diffusi nel mondo con un numero
stimato di portatori superiore a 270 milioni e piit350.000 persone affette; ne risultano
particolarmente colpite le popolazioni del bacire Blediterraneo, dell’Africa, dell’'India

e dell’Oriente. In Italia prevalgono le forme ffltalassemia, che risulta endemica nel delta

padano, in Puglia, Calabria, Sicilia e Sardegna. (99

+ LAB- TALASSEMIA

La B-talassemia € caratterizzata da una deficientessidelle cateng, mentre la sintesi di
cateneo rimane inalterata. L'alterata produzione di cat@né dovuta alla presenza di
mutazioni puntiformi o di piccole delezioni a lileeldel clusterf globinico posto sul
cromosoma 11. Tali mutazioni possono causare umaate o ridotta sintesi di catefiesi
parla rispettivamente di’-talassemie e di*-talassemie (98,100). Genotipicamentee
talassemie sono molto eterogenee; ad oggi sonoatimée 200 mutazioni del gene beta
globinico che causano un deficit parziaté 6 p*) o totale p°) di sintesi della catena
globinica beta. Sono stati identificati difetti tdascrizione, di maturazione e di traduzione
dell’ RNA messaggero. | difetti da delezione dehgdoeta globinico sono rari e limitati a
sporadiche famiglie. Ecco un elenco dei princihfetti di espressione del gene beta

globinico:

e Difetti di trascrizione: nella maggior parte dei casi si tratta di mutazio

puntiformi della regione del promotore, all’estrémi5’ del gene. Semplici

51



Introduzione: capitolo 2

sostituzioni nucleotidiche sono in grado di ridudel 30-50% la trascrizione del
gene beta e vengono definite mutazighiin quanto vi & un’attivita residua di
trascrizione. Il fenotipo ematologico € molto lievalvolta completamente silente.
Sono stati descritti pochi casi di piccole deleziah5’ del gene responsabili di
completa inattivazione del processo di trascrizidne&uesto caso i difetti vengono
definiti p°.

Difetti di maturazione dell RNA messaggero

Alterazioni dello splicing circa meta delle mutazioni talassemiche rientrano
questo gruppo. Perché lo splicing avvenga correitden € necessaria, alla
giunzione tra introni ed esoni, la presenza di @2pt® di dinucleotidi invariati: GT
all'estremita 5’ e AG al 3’ dell'introne. Mutaziomtroniche possono annullare un
sito normale di splicing distruggendo uno dei duel@otidi invariati. In Italia le
piu frequenti mutazioni di questo tipo sono IVS1-G/A e IVSII-1 G/A entrambe
B0. Sono note anche mutazioni che riducono l'effizee di splicing alterandone la
sua sequenza consenso: tra queste la piu frequehitdia e la IVSI — 6 T/C che,
lasciando un’attivita residua, viene definita mudae f+. In questo contesto altre
mutazionip+ (con attivita residua bassa) sono quelle chenorem altro sito di
splicing producendo i di nucleotidi GT o AG in utoscriptico che compete quello
normale. Le piu comuni in Italia sono la mutaziév&l — 110 e la IVSII — 745.
Mutazioni nel sito di taglio e della poliadenilan® del pre-RNAnel processo di
maturazione del trascritto primario dell RNA-meggaro, o pre-RNA, é
importante il taglio della parte terminale in cepondenza della sequenza
AATAAA e l'aggiunta di una coda di residui di acidgalenilico (poli-A) i quali
accrescono la velocita di traduzione e la stabdié’ RNA messaggero. Se la

sequenza AATAAA & mutata, i due processi si vediiic molto piu a valle
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producendo RNA messaggeri piu lunghi ed insta@ilieste mutazioni determinano
difetti di tipo p+.

Difetti di traduzione del RNA messaggero:

Mutazioni nel codone di inizio della traduziordanno tutte origine a difetti di tipo
p° e sono mutazioni sporadiche.

Mutazioni non sensaonsistono nella sostituzione di una base purinelacodone
dell’ RNA codificante, che da luogo alla formaziode un codone di stop con
conseguente arresto della traduzione del messadgerautazione piu diffusa é la
39 (o cod39).

Mutazioni frameshiftisi tratta di inserzioni o delezioni nel DNA di umo piu
nucleotidi che causano uno slittamento della cerndi lettura dell RNA
messaggero e quindi un arresto piu 0 meno precetla traduzione. Se lo
slittamento inizia in un codone lontano da quelldedmine, la catena sintetizzata
avra una sequenza aminoacidica alterata e sareopti del normale. Se invece la
mutazione e situata in una regione piu vicina éle della traduzione, questa
continuera fino ad incontrare un nuovo codone dp sproducendo una catena
globinica allungata. In ogni caso mancano cateabigiche normali, configurando
cosi difetti di tipop’.

Mutazioni che determinano instabilitd della catenabeta globinica: si tratta di
mutazioni non senso, frameshift o delezioni a lovelel’'esone 3. Generano catene
allungate (raramente sono tronche) fortemente biistehe precipitano prima di
formare i tetrameri con le catene alfa. Queste momavengono ritenute dominanti
in quanto, pur in eterozigosi, causano quadri dliniilevanti (talassemia

intermedia) (101).
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Le talassemie associate a questo genofip’ o B%B" sono definiteMajor poiché
presentano un quadro clinico molto piu grave rigpatquadri piu eterogenei e piu lievi

definiti come talassemimtermedie.

La descrizione e caratterizzazione delle diversméodi talassemia tuttavia € basata piu
sulla severita della clinica che non sul tipo ditazibne presente. L'espressione fenotipica
delle B talassemie varia da un quadro clinico pressoch@ale con un rapporto globinico
minimamente sbilanciato (talassemia minor) a sitmzdi grave anemia associate a un
genotipoB%p® o BYp* (talassemia major). Gli omozigdif cosi come doppi eterozigoti
B°B* emolti omozigotip* sviluppano un quadro clinico di talassemia maja shmanifesta
gia nella prima infanzia con anemia grave trasfusiaipendente. Con il termine
“talassemia intermedia” si definiscono invece cagenotipicamente eterogenei
caratterizzati da un quadro clinico piu moderatsardio tardivo e assenza di fabbisogno

trasfusionale almeno per lunghi periodi (102).

« TALASSEMIA MAJOR

Le manifestazioni cliniche della talassemia majoM] tipicamente si presentano nel
primo anno di vita. Il genotipo é caratterizzatdlalacarsa presenza o totale assenza delle
catene globiniche beta, mentre la produzione deditene alfa rimane inalterata. Nei
soggetti affetti da talassemia, I'eritropoiesi liaugravemente modificata poiché i globuli
rossi non arriveranno mai a maturazione a causackimulo delle catene alfa globiniche
le quali si complessano al gruppo eme andandonaai@ gli emicromi o Heinz body. Dal
punto di vista maturativo, si € allo step internoediella differenziazione eritrocitica
(giorno 7), dove si ha un’abbondanza di eritroblpsticromatofili che verranno degradati

tramite un fenomeno chiamato emolisi intramidollage emicromi precipitano a livello

della membrana di questi eritroblasti privi di erobgna causandone delle gravi
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modificazioni incompatibili con la sopravvivenzalldecellula, la quale viene eliminata.
Fenotipicamente i soggetti TM presentano un’anegrae cronica, accompagnata da
un’ipossia tissutale, che puo essere curata sclosdgamente mediante trasfusioni, tant’e
che la talassemia major viene descritta anche doaséusione dipendente. Le continue
trasfusioni servono per sopperire alla mancanzagtiduli rossi a livello periferico e
I'eritropoiesi in questi pazienti € pressoché atsdmh03,104) (Figura 25). Il problema
dellanemia per6 € molto piu complesso, tant'é clmn si risolve soltanto con le
trasfusioni. In situazioni di anemia si osserva slmolazione della produzione di
eritropoietina (EPO) nel tentativo di aumentareétfepoiesi midollare (fino a 25-30 volte i
livelli fisiologici) inutilmente, infatti € impossile poter ripristinare una situazione
fisiologica in quanto vi sono le anomalie genetiathele catene globiniche causanti
'assenza o la diminuita produzione dell’emoglobinagli eritrociti, che rendono
impossibile lo svolgimento ottimale dell’eritropsie Purtroppo la strategia delle
trasfusioni puo essere si una soluzione per 'aaamunica, ma porta allo sviluppo di un
ulteriore problema: il sovraccarico di ferro. Ripdendo cio che e stato detto nel primo
capitolo, si e osservato che l'epcidina viene gileta da situazioni di ipossia e da
eritropoiesi inefficace, questa inibizione dell@ne epatico la si riscontra nei quadri
talassemici intermedi, si assiste cosi ad un soar&@o marziale dovuto all'incremento
dell’'assorbimento intestinale e all’eritropoiesiefficace; per quanto riguarda i quadri
talassemici major i livelli di epcidina non sondluenzati dall'apporto di ferro dato dalle
trasfusioni in quanto e ferro esogeno. Questo soarico porta alla totale saturazione
della transferrina e alla comparsa del ferro libeom legato alla transferrina (NTBI) il
guale si accumula nei tessuti cardiaci e deglimrgadocrini causando una grave tossicita

se non trattato farmacologicamente (104).
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Figura 25 — Eritropoiesi nella talassemia.

+ LA TERAPIADELLA B—TALASSEMIA

Il cardine della terapia dei soggetti talassemicitaposti a regime trasfusionale é

rappresentato pertanto dalla terapia ferro chelaatedeferoxamina o con i piu recenti

chelanti orali: deferiprone e deferasirox. Coreiintine chelazione si indica una reazione
chimica in cui solitamente un atomo metallico, comg@ndosi da acido di Lewis, viene

legato da un reagente detto chelante tramite pitndégame coordinativo. La struttura del
composto risultante costituisce un particolare desgp molto stabile che vede I'atomo
centrale circondato a tenaglia dal chelante, carfesse stretto tra le chele di un granchio
(da cui il termine chelazione). Una volta chelaktanetallo perde le sue caratteristiche (e
quindi nel caso perde la tossicita) per poi vemlieninato legato assieme al chelante
tramite le vie urinarie. | chelanti piu diffusi teelterapia delle talassemie sono: la
desferoxamina (nome commerciale del farmaco: Dalgfehe viene somministrata per via
endovenosa, oppure i chelanti orali quali defenpree deferasirox. La deferoxamina
(DFO) forma complessi prevalentemente con gli dirfre trivalenti. L’affinita della DFO

per gli ioni bivalenti come Fé & sostanzialmente minore. La chelazione avviene con
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rapporto molare 1:1, vale a dire che 1 g di DFO fmayicamente legare 85 mg di ferro
trivalente. Grazie alle sue proprieta chelantDRO puo legare il ferro libero sia quello nel
plasma che nelle cellule, formando il complessddssamina (FO). L’escrezione urinaria
di FO deriva soprattutto dal turnover del ferrosptatico, mentre il ferro presente nelle
feci riflette soprattutto la chelazione intraepatitt ferro puo essere chelato dalla ferritina e
dall’emosiderina, ma e relativamente basso a cdrazzani di DFO clinicamente rilevanti.
La DFO non mobilizza, pero, il ferro contenuto aditansferrina, nel’emoglobina od in
altre sostanze contenenti un gruppo eme. Altrapteralternative per I8 - talassemia
comprendono nei soggetti di eta pediatrica il @a di midollo osseo da donatore
familiare HLA-identico che ha consentito di ottemarna guarigione nell'80% dei casi
(100). Sebbene il trapianto possa permettere tduagne della malattia, esso pud non
avere successo e puo portare a complicanze (GvHterazoni della crescita o
complicanze neurologiche). A tutt'oggi il trapiaréoconsiderato appropriato solo per i
pazienti con un donatore HLA identico, quindi pér3D-40% di tutti i pazientip-
talassemici (105). Nuove terapie sperimentali c@ng@ono la terapia genica e l'induzione
di emoglobina fetale (HbF). Il trapianto autologo akllule staminali ematopoietiche
corrette con vettori contenenti il gefiglobinico rappresenta la base della terapia genica
delle B-talassemie. Negli ultimi anni sono stati effettumtmerosi studi su colture in vitro
di cellule staminali CD34+ derivate da pazienti calassemia major trattate con vettori
lentivirali e su modelli murini dip-talassemia; tutti hanno dato risultati promettenti
fornendo cosi un solido razionale per I'applicagichnica (106). Nonostante queste prime
osservazioni, occorrono ancora molti studi perdhpossa considerare la terapia genica

come la soluzione definitiva delfatalassemia.
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+ TALASSEMIA INTERMEDIA

Il fenotipo clinico della talassemia intermedia )(T1@ estremamente eterogeneo ed e
intermedio tra quello della talassemia major e mingebbene ci siano numerose
caratteristiche in comune tra le tre condizionicui pazienti sono completamente
asintomatici fino alla vita adulta e presentancmsaha modesta anemia; questi pazienti
richiedono solo occasionali trasfusioni al bisogAdiri pazienti invece presentano una
anemia grave che si manifesta tra i 2 e i 6 ansebbene siano in grado di sopravvivere
senza un regolare regime trasfusionale, presengdteoazioni della crescita e dello
sviluppo (106,107). Tre fattori sono responsabill@l sequele cliniche della TI:
eritropoiesi inefficace, anemia cronica e sovracoadi ferro. A differenza delle TM, le
talassemie intermedie hanno un accumulo di ferreuto all’assorbimento intestinale
(108). Da non dimenticare che la severita dellaicdi dipende soprattutto dai sottostanti

difetti molecolari che causano I'eritropoiesi inefice ed il sovraccarico di ferro.

+ L’E RITROPOIESI INEFFICACE

L’eritropoiesi € un processo fisiologico mediantguale, nel midollo osseo, si generano
eritrociti maturi a partire dai loro precursoritesidi CD34'. L’eritropoietina (EPO) & il
maggior regolatore di questo processo e il sugaitada parte del rene e determinato da
situazioni quali ipossia e ferro deplezione. Qupso trovare una prima correlazione tra
eritropoiesi ed epcidina: la sintesi di globuli sosvviene se I'ormone epatico non e
funzionante. In situazioni patologiche come quedilassemiche si assiste al fenomeno
dell’eritropoiesi inefficace (Figura 26). Nella betalassemia I'eritropoiesi inefficace e
caratterizzata dall’espansione, dalla scarsa éiftaazione e dalla morte prematura dei
precursori eritroidi attraverso un processo meddsdattori coinvolti nel ciclo cellulare,

nel ferro intake e nella sintesi del’eme (109).
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Nella TM si ha un apporto di eritrociti mediantagdfusioni che causa il quasi completo
silenziamento dell’'apparato eritropoietico del pateé, per questo motivo la talassemia
major non e un ottimo modello per studiare I'epwoeesi inefficace. Lo € invece la
talassemia intermedia che, essendo indipendente utakfusioni, permette un miglior

studio del fenomeno.

Normal Erythropoiesis

Proliferation

Apoptosis

Differentiation

Differentiation Apoptosis

Figura 26 - Rappresentazione schematica dell’eritropoiesinade ed inefficace.

L’apparato eritropoietico dei Tl e affetto da adteioni della produzione di catene beta
globiniche; questo porta ad un’incompleta matunazidegli eritrociti: la maggior parte di
essi subisce un’emolisi intramidollare, mentredhglli rossi che riescono a raggiungere |l
circolo ematico, vengono eliminati a causa del dépodi emicromi a livello delle
membrane che ne alterano la struttura (Figura 2Z@molisi intramidollare e periferica
generano uno stato di ipossia che garantisce @upione di eritropoietina, la quale andra
a stimolare [l'eritropoiesi che perdo e incompleta. irtaura cosi un circolo vizioso

caratterizzato anche da un continuo sovraccariderdd che nella Tl, a differenza delle
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TM, non é dovuto alle trasfusioni, bensi al conbinassorbimento intestinale e alla
continua distruzione degli eritrociti da parte @glparato reticolo endoteliale (RE) che
rilascia nel circolo sanguigno il ferro che avrehim/uto costituire il gruppo eme. I
sovraccarico di ferro nelle talassemie € dovutéatib che a livello molecolare vi € una

scorretta regolazione dell’'epcidina.

Erythroblasts Erythrocytes

‘ /’ ».  Apoptosis
as A
W)L
ROS X

A A B

A

Monoferric-Tf: /L TfR1: ?’ Hemichrome: ‘: ,
Holo-Tf: /$ Heme: O a-globin: b

Figura 27 - L'aumento di ferro intracellulare nei progeniteritroidi causa danno e apoptosi cellulare.
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CAPITOLO 3: IL DIFFERENZIAMENTO ERITROIDE

+ L’ EMOPOIESI

Le cellule del sangue possono essere classificataa principali categorie: cellule linfoidi
(cellule B, T e natural killer) e cellule mieloidigranulociti, monociti, eritrociti e
megacariociti); tutte hanno una vita media limitéakcune ore per i granulociti, alcune
settimane per gli eritrociti, alcuni anni per ldlge T memoria), per cui devono essere
continuamente rinnovate o sostituite (110,111).
Le cellule mature originano tutte da una cellulaopoietica staminale multipotente (HSC);
da tale precursore comune derivano le cellule stalimpluripotenti linfoidi e mieloidi; da
queste ultime (CFU-GEMM) traggono origine almene tipi di cellule progenitrici
commissionate, orientate cioe verso il differenzato in senso eritroide, megacariocitico,
eosinofilo o granulocitico — macrofagico. Dallevelise cellule staminali commissionate
originano poi stadi intermedi ed infine i precuisoiconoscibili morfologicamente, delle
linee cellulari differenziate: proeritroblasti, rfoblasti, megacarioblasti, monoblasti ed
eosinofiloblasti. Da questi deriva a sua voltaragenie matura.
L’emopoiesi € quindi un processo altamente regalatoposto da piu tappe:

commitment a una specifica filiera differenziativa,

proliferazione e differenziazione dei progenitori,

maturazione dei precursori
Nella vita adulta il midollo osseo rappresenta iansede di produzione delle HSC, le
quali costituiscono una percentuale molto basgaabile tra lo 0.05% e lo 0.5%, di tutte
le cellule midollari.
Le cellule staminali multipotenti HSC possono auaobenersi o differenziarsi in
progenitori commissionati, i quali perdono la caf@acdi autorinnovamento e originano
cellule mature aventi una particolare funzione.
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La scelta tra i due destini possibili della celluktaminale, automantenimento o
commitment, e altamente regolata da segnali siangaci (fattori trascrizionali, molecole
di trasduzione del segnale, fattori regolanti icl@i cellulare) sia provenienti dal

microambiente esterno (Figura 28).

pluripotent stem
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Figura 28 —L'emopoiesi.

I microambiente midollare svolge un ruolo fondamaé® nella regolazione
dell’emopoiesi; esso include le cellule stromadinolecole della matrice extracellulare e
varie citochine solubili che agiscono come fattbrcrescita e differenziazione legandosi a
specifici recettori espressi sulla superficie deigenitori ematopoietici.

| vari fattori di crescita possono agire a diveia® del processo emopoietico; sono infatti
noti e ben caratterizzati fattori indispensabilr gereclutamento nel ciclo cellulare dei

progenitori staminali, i quali sono normalmente fase G, fattori che agiscono sui
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progenitori intermedi e fattori linea-specifici clmelucono la proliferazione dei progenitori
gia orientati in senso maturativo.

Tra i fattori che agiscono a livello dei progenifarimitivi riveste particolare importanza il
fattore SCF gtem cell factoro c-KIT ligand prodotto dalle cellule stromali e
indispensabile per l'automantenimento della cellslaminale pluripotente (112). Il
commitment a una specifica filiera differenziat&zénvece determinato dalla natura e dalla
concentrazione dei fattori agenti sulle cellulegaitrici.

Mentre i precursori e le cellule mature posson@ressiconosciuti morfologicamente, le
cellule staminali e i progenitori commissionati poso essere identificati solo attraverso
saggi funzionali in vitro o con un’analisi immunaftgipica. | saggi funzionali si basano
sull’abilita dei progenitori emopoietici di geneeacolonie di cellule mature in appropriate
condizioni di coltura e con gli opportuni fattoriaescita.

Da un punto di vista immunofenotipico le cellulearsinali sono caratterizzate dalla
presenza degli antigeni di superficie CD34 e AC(BR). La frazione cellulare CD34
eterogenea comprendendo sia cellule primitive (kellstaminali HSC) sia cellule
commissionate (progenitori); I'espressione concamé del CD34 e di marcatori
immunologici associati ad una specifica filierafeliénziativa, quali CD38 e HLA-DR,
permette pero di suddividere tale frazione in gmpmlazioni di progenitori pit 0 meno
primitivi. Oltre che nel midollo osseo le celluleD84™ possono essere riscontrate anche
nel sangue di cordone ombelicale e nel sangueepenf In condizioni fisiologiche, I'1-
3% della frazione mononucleare del midollo ossguwiee I'antigene CD34, contro lo 0.1-

0.2% del sangue periferico e lo 0.8-1.2% del samnywerdone ombelicale.
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+ L’ ERITROPOIESI

Il processo di formazione degli eritrociti matunicolanti a partire dalle cellule staminali
emopoietiche (HSC) prende il nome di eritropoiessso si compone di piu tappe:
commitment in senso eritroide delle HSC, prolifevae e differenziazione dei progenitori
(BFU-E e CFU-E), maturazione dei precursori erdrai eritroblasti.

BN

L’eritropoiesi € regolata da numerose citochineagofi di crescita i quali, legandosi a
recettori specifici localizzati sulla membrana dmiogenitori o precursori eritroidi,
inducono I'attivazione di fattori trascrizionaliugsti, legandosi a sequenze specifiche di
DNA, permettono I'espressione dei geni necessarlgproliferazione, differenziazione e
maturazione. Progredendo attraverso i vari statlied&opoiesi le cellule perdono la
capacita di differenziarsi in altri tipi cellulafinfociti, monociti, ecc.) e diventano sempre
piu orientate in senso eritroide. Prima della fazione di eritroblasti policromatofili il
numero di cellule a ciascuno stadio e superioreid@i@ dello stadio precedente a causa
dell'intensa attivita di divisione cellulare. Oltggiesto passaggio le cellule eritroidi non si
dividono piu ma subiscono un processo di matur&ziohe porta alla formazione di

eritrociti biconcavi, privi di organelli e con umrtenuto di emoglobina superiore al 30%

del volume totale (114) (Figura 29).

A, Stage of Erythroid differantiation
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B. Transcription factors for ervthroid differentiation
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Figura 29 —Il differenziamento eritroide.
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| precursori eritroidi sono riconoscibili morfolagimente mentre i progenitori sono cellule
mononucleate identificabili solo sulla base di taszionali.

Le BFU-E erythroid burst-forming unjte le CFU-E ¢rythroid colony forming unjit
costituiscono i primi elementi commissionati capdciformare colonie se stimolati con
opportuni fattori di crescita e, in particolare nckeritropoietina. Le BFU-E dopo 14-16
giorni di coltura in terreno semisolido danno amgia macrocolonie (burst) di eritroblasti
policromatofili ortocromatici contenenti emoglobinae BFU-E sono cellule per lo piu
quiescenti (solo il 10-20% e in ciclo) e, oltre ated midollo osseo, sono presenti anche nel
sangue periferico (10-20 BFU-E ogni°Xllule totali). Esse esprimono sulla membrana
cellulare I'antigene CD34 e gli antigeni HLA di s&® 2; solo léate BFU-E presentano
anche una piccola quantita di recettori per I'eptietina.

Le CFU-E vengono considerate progenitori piu matispetto alle BFU-E, in quanto, se
poste in coltura, impiegano solo 5-6 giorni pernfare colonie eritroidi. Le CFU-E
presentano un’intensa attivita proliferativa: laggiar parte si trova infatti nella fase S del
ciclo cellulare; tali cellule hanno perso la capadii automantenersi e non sono presenti in
periferia. Le CFU-E non esprimono piu sulla lorgedicie né il CD34 né gli antigeni
HLA 2, mentre acquisiscono proteine di superfipeafiche della serie eritroide quali la
glicoforina A e gli antigeni del sistema Rh, ol@erecettori per I'eritropoietina: questi
arrivano fino ad un massimo di circa 1.1%per cellula (114). Il comparto dei precursori
eritroidi & costituito da: proeritroblasto, erittabto basofilo, eritroblasto policromatofilo,

eritroblasto ortocromatico, reticolocita e infir&m@cita (Figura 30).

65



Introduzione: capitolo 3
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Figura 30 —I precursori eritroidi.

Nel processo di maturazione eritrocitaria si ha pragressiva diminuzione delle
dimensioni cellulari (20-2%5m per il proeritroblasto, dn per I'eritrocita) e della capacita
di sintesi proteica. Allo stadio di reticolocitalsh la completa espulsione del nucleo e la
successiva degradazione degli organelli citoplasimagjuesta sembra essere mediata
almeno in parte dalla 15-lipoossigenasi, la quatenpioverebbe I'ossidazione enzimatica
dei fosfolipidi e la permeabilizzazione della meara degli organelli. Durante gli stadi
finali dell’eritropoiesi si ha poi un graduale aum@ nell’espressione del gene
antiapoptotico Bcl-Xil quale permette la sopravvivenza cellulare. Celintinazione dei
mitocondri e dei lisosomi I'eritrocita puo esseomsiderato maturo. La funzione principale
del globulo rosso e quella di trasportare, per medel’emoglobina, l'ossigeno dai
polmoni ai tessuti periferici e I'anidride carboaidai tessuti ai polmoni; I'eritrocita svolge
tali funzioni grazie al suo apparato metabolicoesimatico e alla struttura della sua
membrana. Con la scomparsa anche dei ribosomi caarlimvoluzione del globulo rosso
fino alla completa eliminazione negli organi emecatici, specialmente nella milza

(1144,115).

+ FATTORI DI CRESCITA REGOLANTI L 'ERITROPOIESI

La proliferazione, maturazione e differenziazionei grogenitori eritroidi € regolata

dall'interazione di numerosi fattori di crescita &wpoietici (SCF, EPO,TPO, IL-3, IL-6,
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GM-CSF, G-CSF) con gli specifici recettori di memba e dalla conseguente attivazione

delle appropriate vie di trasduzione del segnalgui@d 31).

CFU-GEMM

IL-3

GM-CSF early-BFU-E

late-BFU-E

." "

EPO T CFU-E M ; IL-9
eritroblasti

Figura 31 —Fattori di crescita regolanti I'eritropoiesi.

> stem cell factor

| fattori di crescita possono essere classifieapit modi:

® in base al tipo di cellula su cui agiscono (progeni primitivi oppure gia
commissionati a una specifica filiera differenziaji

® in base al tipo di recettore a cui si legano (dothtattivita tirosin chinasica intrinseca
oppure no)

® in base alla modalita di presentazione alle celtalget (come fattori solubili, come
molecole di superficie richiedenti un contatto ttwecellula-cellula oppure come parte
del microambiente midollare) (116).

Le varie citochine ematopoietiche presentano unstgta terziaria di base comune; la

specificita del legame al recettore e garantitéadalesenza di un particolare set di residui

aminoacidici di superficie diverso da citochinatachina.

Anche i recettori ematopoietici presentano unattsira di base comune; il loro segmento

citoplasmatico contiene un dominio con attivitaogin chinasica, la quale risulta pero

inattiva in assenza di fosforilazione. Il legamé r@eettore con il fattore di crescita induce
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l'attivazione di tale attivita chinasica attraverson meccanismo basato sulla
dimerizzazione.

Le citochine ligando infatti sono dimeriche e pettm@o cosi I'interazione di due subunita
recettoriali; la giustapposizione dei due dominiatiici ne favorisce l'attivazione e la
fosforilazione reciproca (trans-fosforilazione). timsine cosi fosforilate costituiscono il
sito di legame per le molecole trasduttrici delrsdg (116). | fattori eritropoietici sono in
grado di attivare diverse vie di trasduzione degnsée, tra le quali rivestono particolare
importanza quella delle MAP kinasi p42/4Mifogen Activated Protein Kinagedelle
JAK-STAT kinasi e dellasse PI-3K-AKT fgsfoinositolo-3 kina$i In particolare la
proliferazione cellulare € legata all'attivazionansltanea dellasse MAPK p42/44 e
dell'asse JAK-STAT, i quali inducono I'espressiai& geni mitogeni c-myb, c-myc e c-
sis. La sopravvivenza cellulare invece richied#ilazione anche dell’asse PI-3K-AKT il
quale permette I'espressione dei geni per il diifieiamento eritroide e, probabilmente, del

gene antiapoptotico BcloX(114,117).

L’ ERITROPOIETINA

L’eritropoietina costituisce il regolatore princlpalell’eritropoiesi; essa agisce sia a livello
dei progenitori primitivi (BFU-E) in associaziond altri fattori di crescita (c-Kit ligand,
TPO, IL-3), sia a livello dei progenitori tardiVCEFU-E) permettendone la differenziazione
finale. L’eritropoietina € una sialoglicoproteinancposta da 165 aminoacidi e con un peso
molecolare di circa 34 kD. Nel feto essa viene ptadprincipalmente nel fegato, mentre
nell'adulto I'organo deputato alla sintesi di olti@0% dell’ormone circolante € il rene e,
in particolare, le cellule della corticale intereaquelle adiacenti ai tubuli convoluti

prossimali; solo una quota minima (circa il 10%gne sintetizzata nel fegato (118).
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Il principale fattore fisiologico che regola la prione di eritropoietina e I'apporto di
ossigeno ai tessuti: una condizione di ipossiadgadin aumento dei livelli sierici di EPO.
L’aumentata produzione di EPO e dovuta principatemead una maggiore trascrizione
genica: € stata infatti dimostrata la presenzand@lemento ipossia-inducibile a livello del
promotore e della regione fiancheggiante in 3’ dehe per I'EPO, localizzato sul
cromosoma 7. E inoltre possibile una regolazioreham livello del’'mRNA: infatti & stata
identificata una proteina, i cui livelli aumentaimocondizioni di ipossia, la quale si lega
alla regione non tradotta in 3' (UTR) del’lRNA maggero per 'lEPO prolungandone la
stabilita.
L’eritropoietina permette all’organismo di far fienalla condizione di ipossia in tre modi:
e stimola il rilascio dei normoblasti dal midollo ess
e aumenta la quantita di emoglobina sintetizzatagia eritrocita
e stimola I'espansione delle BFU-E e la differenzismd delle CFU-E in globuli rossi
maturi.
L’aumentato numero di eritrociti circolanti cositestuti € dovuto non tanto ad una
maggiore proliferazione cellulare, quanto piuttosli@ sopravvivenza di una percentuale
pill alta di progenitori eritroidi. E stato infattimostrato, in sistemi di coltura in vitro, che
'EPO previene la morte cellulare programmata (apsip a livello soprattutto delle CFU-
E e deqgli eritroblasti, espandendo in tal modaitfepoiesi (116). L’eritropoietina agisce
dungue piu come un fattore di sopravvivenza cheaoome mitogeno.
Secondo il modello proposto da DeMaria infatti tagenza di EPO permette I'attivazione
del fattore trascrizionale GATAL e la conseguerdgpressione del gene anti-apoptotico
Bcl-X.. In assenza di EPO si ha invece il legame di Rgard al proprio recettore: cio
porta all’attivazione delle caspasi, al clivaggic@RTAL e quindi alla morte della cellula

per apoptosi (119). L’EPO svolge il suo ruolo led@asi ad uno specifico recettore presente
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sulla superficie cellulare dei precursori eritroidligene per tale recettore e localizzato sul
cromosoma 19p e codifica per una proteina di c&8kD. Il numero dei recettori per
cellula varia in rapporto allo stadio differenzi@tie maturativo, essendo massimo per le
CFU-E/eritroblasti, oltre che in relazione ai livalerici di eritropoietina: una diminuzione
di questi induce un aumento del numero di recettori

L’espressione di EPO-R dipende principalmente dstofe trascrizionale GATAL,
importanti sono anche i siti di legame per Spl gelguenza consenso CACCC localizzata
nel promotore, oltre ai siti ipersensibili alla DNiAdella LCR [ocus control regioh a

monte del sito di inizio di trascrizione (116).

+ FATTORI TRASCRIZIONALI REGOLANTIL 'ERITROPOIESI

Il potenziale differenziativo e proliferativo derqgenitori verso una determinata linea
cellulare (commitment) e regolato da fattori chesantono la trascrizione di geni specifici
per quella filiera differenziativa; cio avvieneratterso il legame a sequenze consenso
presenti nei promotori, negli enhancers e nediAsi 1-ipersensibili della LCR. | fattori
trascrizionali possono essere suddivisi in duegoate: i primi agiscono a livello dei
progenitori pluripotenti determinandone il commitrhén senso eritroide (TAL1, LMO2,
GATA?2), gli altri inducono la differenziazione e tmeazione dei precursori commissionati

(NF-E2, EKLF, GATAL) (120) (Figura 32).

GATA-1

GATA-1 2!
[TTAGATAAIG. .. CAGGTG TIAGATAAIG. ..... TIAGATANG.... |

=+10bp-+

Figura 32 —Fattori trascrizionali regolanti I'eritropoiesi.
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TAL1. Appartiene alla famiglia dei fattori trascriziondlelix-loop-helix (bHLH) e si
ritiene sia coinvolto nel commitment eritroide. Mektellule di eritroleucemia murina
TAL1 agisce da repressore trascrizionale essensticiaso al corepressore mSin3A e alla
istone deacetilasi HDAC1,; in tal modo inibisce itislenziazione eritroide.

GATA. La famiglia dei GATA comprende sette proteine Zinger tra cui GATAL e
GATAZ2 sembrano avere un ruolo fondamentale neli@pbiesi; esperimenti di knock-out
per questi due fattori trascrizionali risultanoaitf in un arresto del differenziamento e
della maturazione eritroide (121,122).

GATAL é importante soprattutto per la differenzoar@ e maturazione eritroide: la sua
mancanza determina infatti un arresto allo stadiprderitroblasto. Il motivo centrale di
legame, contenente la sequenza consenso (A/T) GAI®), e presente nei promotori e
negli enhancers di molti geni eritroide-specifigene delle globine, del recettore per
I'eritropoietina, della deaminasi porfobilinogenain( enzima della via biosintetica
dell'eme) e del GATA stesso (122). E infatti veroge che GATA1 regoli negativamente
GATA2 in quanto questultimo diminuisce allaumergadi GATA1l durante la
differenziazione.

GATA2 é coinvolto nella proliferazione e sopravviza delle cellule ematopoietiche
precoci, nelle quali e altamente espresso. La gaatittale fattore diminuisce poi durante
la maturazione a cellule circolanti. Sembra chendccanismo d’azione di GATA2 sia
quello di aumentare la responsivita ai vari fatthrcrescita e in particolare al c-Kit ligand
(SCF) (123).

EKLF (Erythroid Kruppel-Like Factor). E un fattore trascrizionale eritroide-specifico
che permette I'espressione del g@nglobinico legandosi alla sequenza consenso CACCC
presente nel promotore. Tale fattore potrebbe afatiktare I'interazione del promotore

B-globinico con I'LCR, contribuendo in tal modo akidminuzione dell’espressione del
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geney durante lo switch globinico. E’ stato inoltre rat@mente dimostrato che il
knockdown di EKLF1 riduce i livelli di BCL11A e ausnta il rapporto globinicg/p. E’
stato quindi proposto che EKLF1 controlli lo switglobinico attivando direttamente |l
geneP e reprimendo indirettamente I'espressione del gegiebinico (124).

SP1. E un fattore coinvolto nella regolazione dellatumazione eritroide; si ipotizza che,
interagendo con il GATAL e legandosi alla region€RLo al promotore dei gery
globinici, ne attivi la trascrizione o interferisnallo switching globinico (125).

SOX6. E’ un membro della famiglia di fattori trascrizelh Sox (Sy-type HMG boy,
caratterizzati dalla presenza di un dominio HMG kbenosce I'elica minore del DNA. La
capacita delle proteine Sox di legarsi ad alttiofattrascrizionali e di alterare la sequenza
del DNA, suggerisce che esse agiscano come “pmtanchitetturali” probabilmente
promuovendo I'assemblaggio di complessi multip@ieSox6 sembra agire sia come
attivatore che come repressore trascrizionale anskec dell’'interazione con specifiche
sequenze target (126). Studi recenti indicano cbatdazione completa di Sox6 causi
un’alterazione dell’eritropoiesi con il conseguentascio nella circolazione fetale di un

numero aumentato di cellule nucleate e porti ad amaentata espressione del gene

globinico embrionale. In particolare e stato proposto che Sox6 dimoaiis&spressione
del gene globiniccey durante I'eritropoiesi murina e che cooperi conLBCA nella

downregolazione dell’espressione del ggrgobinico nelle cellule eritroidi adulte (127).

Infine e stato recentemente dimostrato come I'eswae di Sox6 diminuisca durante gli
stadi finali dell’eritropoiesi e come Sox6 stessa B grado di regolare la propria
downregolazione mediante un doppio legame all'miatel suo stesso promotore (126).

BCL11A. E’ un fattore trascrizionale che agisce come &g dell’espressione del gene

y-globinico; studi recenti infatti hanno dimostramme il knockdown di BCL11A risulti in
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un aumento dei livelli di-globina (128). L'espressione del BCL11A varia dueail
differenziamento eritroide e durante I'ontogen&sso e espresso ad alti livelli e come
forma full-lenght attiva negli stadi adulti quandogene y-globinico & silente, mentre

nell’embrione e nel feto la sua espressione € agsd e predominano le isoforme piu corte

meno attive (129).

/ GG: Low HbF/High BCL11A
rsd6713583 g
AA: High HhFilLow BCL11A

BCL11A

Chr 2 -

LCRHSS Embryonic Fetal Adult 3'HE

Figura 33 —Meccanismo d'azione di BCL11A.

BCL11A sembra regolare in modo specifico I'esp@ssidel geng/-globinico; esso si
lega infatti a livello della cromatina del loc{Bsglobinico interagendo con il terzo sito
ipersensibile della LCR e con regioni distinte lozzate tra il gene % e d-globinico,

mentre non sembra legare il promotgiglobinico (128).

Mediante studi di proteomica, si & dimostrato c@fid11A sia in grado di interagire con

diverse proteine: con NuRD, un complesso di repressascrizionali contenente anche
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due istone-deacetilasi (HDAC1 e HDAC2), con il dadt trascrizionale GATAL e FOG

mediante un legame zinc-fingers (130) e con il congmte della matrice nucleare Matrin-
3 (Figura 33). Sembra quindi che attraverso tadirazioni, BCL11A abbia un ruolo chiave
nella regolazione dello switch globinico da fetabtk adulto, cosi come nel silenziamento

del geney-globinico nelle cellule eritroidi mature. Per quedBCL11A costituisce un

importante target terapeutico per I'attivazionéltF in pazienti cofs-talassemia.

SWITCH DI SINTESI DELLE GLOBINE

La proliferazione e maturazione eritroide & caretata dal progressivo aumento di
produzione di emoglobina (Hb). La struttura dell@giobina umana cambia durante lo
sviluppo per far fronte alle diverse necessitasgigeno da parte dell’organismo (131).

La sintesi di emoglobina risulta caratterizzatadd& switch principali: il primo, da Hb
embrionale a Hb fetale, coincide con la transizidaemopoiesi primitiva (che avviene nel
sacco vitellino) a emopoiesi definitiva (nel feg&ttale dal quarto mese di gravidanza); il

secondo, da Hb fetale a Hb adulta, avviene nebgerperinatale.

L’emoglobina embrionale risulta formata da due caté e da due catene ({,£);
I'emoglobina fetale & costituita da due catemee da due catene (Oyy,) e infine
I'emoglobina adulta HbA da due cateaee da due caten@. Nell’adulto oltre ad HbA
(a,B,), che costituisce la forma principale di emoglob{@8%), si ha anche una quota

minore di HbA (0,0,, 2%) e di HbF(asys,, in tracce). | geni per le cateoee B sono
localizzati in cluster e disposti da 5 a 3’ neitiine in cui verranno espressi durante lo

sviluppo. Il clustei3 globinico & localizzato sul cromosoma 16 e ristdtanato dal gene
embrionales e da due copie del geneoltre che da due pseudogeni non funzionanti. Il

cluster 3 globinico € invece localizzato sul cromosoma 11 éedostituito dal gene
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embrionaleg, da due copie del geng che differiscono tra loro per 'aminoacido in

posizione 136 (G o A) e dai gebie 3 espressi nell’adulto.
A monte dei due cluster globinici € presente urgiore regolatoria denominata LCR
(locus control regioh per il cluster3 e HS-40 per il clustea. Tale regione permette

I'attivazione trascrizionale in sequenza dei gdabmpici di ciascun cluster (Figura 34).
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Figura 34 - Switch globinico.

La regolazione dello switch globinico avviene pipatmente a livello trascrizionale ma i

suoi meccanismi non sono ancora completamente comiosStudi molecolari hanno
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finora evidenziato come la trascrizione dei gerobglici sia regolata da interazioni
proteina-DNA e proteina-proteina. A livello del protore di ciascun gene globinico sono
infatti presenti sequenze consenso, come TATA BE&AAT box e CACCC box, le quali
interagiscono sia con la regione LCR sia con fati@ns-attivanti per promuovere la
trascrizione genica. Recentemente sono stati aparumerosi studi che hanno permesso
di aggiungere importanti tasselli nella comprensiaei meccanismi regolanti lo switch
globinico. Studi di genome-wide association e dikdige hanno dimostrato come la
variabilita nei livelli di HbF, sia nei pazierfirtalassemici sia nei soggetti sani, sia almeno
in parte geneticamente determinata e hanno perndisgalividuare tre polimorfismi
principali (QTL: quantitative trait loci) che spiago il 20-50% di tale variabilitaXmn1-
HBGZ2 la regione intergeniddBS1L-MYBsul cromosoma 6g23BCL11Asul cromosoma
2p16 (132). In particolare ad esempio il polimarfes GG in posizione rs4671393 del gene
BCL11A e risultato essere associato a bassi lideHbF ed alti livelli di BCL11A, mentre

la variante AA e associata ad alti livelli di HbRadassi livelli di BCL11A (128).Un ruolo
chiave nella regolazione dello switch globinicdae attribuito:

e aBCL11A, un potente silenziatore di HbF

e a EKLF1, fattore trascrizionale che attiva BCL11A
e alle modificazioni epigenetiche del clusfer

Come precedentemente riportato, BCL11A si associdivarsi fattori trascrizionali

formando un complesso multiproteico, comprendentBD, GATAL1 e SOX6, importante

per la repressione del gepglobinico (129).
EKLF1 sembra avere un duplice ruolo: esso dimiraul®spressione del getysglobinico
sia stimolando la trascrizione del gghglobinico sia attivando il repressore BCL11A con

ulteriore repressione dell’espressione daHglobina (133). cMyb potrebbe reprimere
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I'espressione dellg-globina attraverso I'attivazione di BCL11A mediala EKLF1 (133).

Infine complessi multiproteici comprendenti I'argia metiltransferasi PRMTS5, I'enzima

demetilante DNMT3A, la serina/treonina chinasi Chka e componenti di NuRD,
occupano il promotorg-globinico metilandolo e rendendolo trascrizionahtesinattivo.

In Figura 35 €& riportato un possibile meccanismo irdierazione tra vari fattori

trascrizionali cooperanti per diminuire I'espressodel geney-globinico. Tutti questi
fattori rappresentano nuovi possibili target tetdjoe per riattivare il geng-globinico e

aumentare i livelli di HbF in pazienti cqfitalassemia (133).

KLFi ——» BCL11A
._.-. ";1
e-Myb SOX6
S FOP
B | hpac 12

i I
/ | LCR \ ) f,«-'l

Figura 35 - Possibile modello di regolazione dell’espressioeiegeni globinici.
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SCOPO

L’obiettivo del progetto di dottorato e stato qoeltli chiarire e approfondire la
comprensione dei meccanismi di regolazione del loodéitano del ferro in condizioni sia
fisiologiche che patologiche, facendo riferimenter mueste ultime alle sindromi beta
talassemiche, in particolare le beta talassemermgdie (TI1) trasfusione indipendente e le
talassemie major (TM). Le manifestazioni clinichela T1 sono il risultato di tre fattori
chiave: eritropoiesi inefficace, anemia cronicaograccarico di ferro. A differenzia dei
pazienti con TM, nei quali il sovraccarico di fereo dovuto soprattutto alla terapia
trasfusionale, i pazienti con Tl accumulano ferrm@palmente a causa di un aumentato
assorbimento intestinale e per l'eritropoiesi igfte. Questo comporta un aumento di
ferro nel plasma rilasciato dai tessuti e captatibadransferrina, la quale viene saturata
con la conseguente comparsa di ferro libero inssmeCio causa tossicita e danni tissutali.
I livelli fisiologici del ferro sono determinati pvalentemente dall’assorbimento
intestinale, dal suo utilizzo per I'eritropoiesaldilascio di questo da parte dei macrofagi e
dal riciclo dei globuli rossi senescenti. Le progeresponsabili della regolazione dei livelli
di ferro nell'organismo sono I'epcidina (HAMP) e tfarroportina (FPN). L'interazione
epcidina — ferroportina causa la fosforilazionéubifjuitinazione da parte dei lisosomi di
quest'ultima che viene cosi eliminata dalla supefidella membrana plasmatica
impedendo la fuoriuscita di ferro cellulare, ottede cosi come risultato finale un
abbassamento della concentrazione plasmatica db. fé&fonostante il ruolo chiave
attribuito all’epcidina nella regolazione dell’onsasi del ferro, i meccanismi che ne
regolano I'espressione sono sconosciuti, in pddreonon si sa come I'aumentata attivita
eritropoietica presente nella Tl riduca I'espressiali epcidina. Un gene candidato alla

spiegazione di cio € il GDF15 (growth differentiatifactor 15), che viene secreto dagli
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eritroblasti durante I'eritropoiesi. Di questo gesiesa ancora poco, le uniche informazioni
derivano da studi su soggetti TM e da studi inovigu linee cellulari. Dal primo studio
condotto sui soggetti affetti da TM, si & ossenddte il GDF15 e presente nel siero ad alti
livelli e il suo ruolo potrebbe essere quello dbire I'espressione di epcidina a livello del
fegato. La diminuzione di epcidina causa un aumeetbassorbimento di ferro da parte
dell'intestino e un aumento del livello complessigel ferro totale nell’organismo. I
perché il GDF15 nei soggetti beta talassemici Sjpresso maggiormente rispetto ai
soggetti sani e le modalita secondo le quali esgolir negativamente I'espressione di
epcidina sono tutt'ora sconosciute. Alla luce di tamiti e questioni, il progetto di
dottorato ha puntato ad estendere i dati prelimip@senti in letteratura anche alle Tl e
alle linee cellulari primarie. Inoltre € stata pdata e verificata una possibile modulazione
del ferro sul GDF15 sia in cellule provenienti dmgetti sani che talassemici e dove cio
non é stato sufficiente a spiegare quanto venigargato, si € tornati a valutare in modo
piu ampio i fattori chiave alla base delle sindraaldassemiche per cercare di comprendere
anche le diverse connessioni cliniche e molecalaei differenziano una talassemia major
da una intermedia. Lo studio in oggetto ha avutostmpo anche di ampliare le
informazioni presenti in letteratura in merito allarroportina; € nota infatti la sua
espressione in cellule eritroidi mentre non é stataora chiarita la sua funzione e
soprattutto non si conosce il suo profilo di espi@se nelle sindromi talassemiche. In
particolare, in seguito alla scoperta delle du¢oisne FPN1A e FPN1B rispettivamente
con e senza IRE (iron responsive element), risaltawportante capire la modulazione
della loro espressione in condizioni di alterazideli metabolismo del ferro, proprio come
le talassemie. Infine, meritevoli di attenzione gatati i macrofagi che giocano un ruolo
importante nel controllare la biodisponibilita dirfo per Il'eritropoiesi. Queste cellule,

infatti, che fagocitano i globuli rossi senescenticlano circa 20-25 mg di ferro eme,
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quantita necessaria per la produzione giornaliénaudvi eritrociti. E’ noto, cosi come
nelle cellule eritroidi, che anche nei macrofagfderoportina € molto espressa ma non e
chiaro se la loro gestione del ferro dipenda maggtmte dal ferro intracellulare o da un
signaling a livello sistemico. In virtu dei numerggiesiti tutt’'oggi irrisolti, il progetto di
dottorato si inserisce all'interno di una forte essita di comprendere i meccanismi di
regolazione dellomeostasi del ferro, soprattuttcellen sindromi talassemiche

particolarmente coinvolte in questa complessadietdterazione.

Di seguito vengono riassunti in modo schematicongipali obiettivi dello studio:

< studiare il profilo di espressione di epcidina, GBFe ferroportina, in normale, TI
e TM in relazione alle concentrazioni di GDF15 rmlirnatante durante il
differenziamento eritroide;

< studiare i geni implicati nella regolazione delkagina, in particolare il GDF15 e la
ferroportina, attraverso la creazione sperimerdatgtuazioni che simulano la ferro
deplezione (deferoxamina) o la ferro saturaziom@r@f ammonio citrato) sia a
partire da soggetti controllo che da pazienti tdasci intermedi (TI) e major
(TM);

< studiare il pathway dell’epcidina, con particolaatenzione al GDF15 e alla
ferroportina, nei macrofagi isolati dal sangue feeico di soggetti con Tl, TM e di
controlli sani e successivamente trattati con cftelalel ferro e ferro ammonio

citrato.
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MATERIALI E METODI

COLTURE DI CELLULE CD34" DERIVATE DA SANGUE

PERIFERICO

Le cellule mononucleate derivate da sangue pgxifevengono arricchite in cellule
CD34+ con metodo immunomagnetico, usando bigliemaaghe leganti I'anticorpo anti—

CD34+(Mini & Midi MACS Separation System, Miltenyi Bicit¢.

Separazione di cellule mononucleate

Il sangue periferico di soggetti controllo, forndal Centro Trasfusionale dopo i controlli
di routine, viene diluito 1:1 con PBS 1)phosphate buffered saline, GIBCO BRL
stratificato su un gradiente di LymphopreNy¢omed — Pharmain rapporto 2:1 e
centrifugato per 20 minuti a 1980xg a temperaturabiante. L’anello di cellule
mononucleate cosi formatosi, viene accuratamemieolta, trasferito in tubi da 50 ml e
centrifugato a 300xg per 10 minuti. Per eliminate agitrociti maturi eventualmente
presenti, il pellet viene risospeso in 50 ml digysuffer (155 mM NHCI, 10 mM KHCQ,
0.1 mM EDTA), incubato per 5-7 minuti a temperatarabiente e centrifugato a 300xg
per 10 minuti. Si procede quindi con due lavaggBQOxg per 10 minuti ciascuno,
risospendendo ogni volta il pellet in 50 ml di PB%; in tal modo le piastrine rimangono
nel surnatante e vengono cosi eliminate. A conshesidel secondo lavaggio, il pellet

viene diluito in 10 ml di PBS 1X per la conta cédhe.

Separazione immunomagnetica di cellule CD34+

Le cellule vengono risospese in Buffer B 1X (PB§ BSA 0.5%, EDTA 2mM, KO)

(300p1/100x168 cell.) e incubate per 30 minuti a 4 °C con le isighagnetiche anti-CD34
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(100pl/ 100x18 cell.) (MACS Micro Beadse conFcR blocking reagenthe inibisce i
legami aspecifici tra cellule e biglie (100ul/100%tell.). La sospensione cellulare viene
quindi fatta passare attraverso una colonna, pestethente idratata con Buffer B 1X (1
mL per le MiniMACS column, 5 mL per le MidiMACS aainn), contenente una matrice
magnetizzabile e, a sua volta, inserita in un magpermanenteMiniMACS Separation
unit per concentrazioni cellulari fino a 2>81€ell. totali; Midi MACS Separation uniper
concentrazioni cellulari fino a 2x1@ell. totali). In tal modo le cellule CD34egate alle
biglie vengono trattenute nella colonna e sepadatée altre cellule non marcate che
oltrepassano la matrice. La colonna viene quindati per tre volte con Buffer B 1X
(3x500 pl per le MIiNIMACS column, 3x3 ml per le NMIACS column), cosi da
rimuovere completamente le cellule CD33taccando la colonna dal supporto magnetico,
le cellule CD34 vengono eluite con PBS 1X (1 ml per MiniMACS colun® ml per

MidiMACS column) con l'ausilio di uno stantuffo eguperate in un tubo da 15 ml.

Dopo conta cellulare, le cellule CD3%engono seminate ad una concentrazione di 10

cell/ml in terreno composto da:

70% Mem-Alpha MediumGIBCO, BRI}

30% siero bovino fetaleIBCO, BRI

1 U/ml eritropoietina ricombinante umarraHuepo Cilag
25 ng/ml Stem Cell FactgPeprotech)

10 ng/ml Interleuchina-8eprotech)

Le colture vengono incubate a 37°C in atmosferadifitata al 5% di CQ@ per 14 giorni

(134).
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+ VALUTAZIONE DELLA MORFOLOGIA CELLULARE

Al termine della coltura, o a intervalli di tempaeestabiliti, viene valutata la morfologia, e
quindi il grado di differenziamento cellulare, maatie citocentrifugazione su vetrino di
circa 0.2x16 cellule per 5 minuti a 350 rpnCytospin Shadon Ellipt Per ogni coltura
vengono preparati due vetrini: uno viene colorain miscela May-Grunwald (soluzione
eosina blu di metilene contenente piu del 50% diam@o, SIGMA — Giemsa (soluzione
azur-eosina blu di metilen&IGMA), I'altro con benzidina e successivamente con May-

Grunwald — Giemsa.

Colorazione con benzidina

Questa colorazione permette di evidenziare conolore verdognolo la presenza di ferro
eminico nelle cellele in esame.

E un ottimo metodo per poter identificare lo stadiomaturazione e differenziamento

cellulare (Figura 36).

Figura 36 - Eritrocita maturo: con la freccia si pud osservareeritrocita maturo al giorno 14 di coltura,

sono evidenziati in blu il nucleo e in verde ilogitasma ricco di ferro legato all’emoglobina.
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Colorazione con May-Grunwald — Giemsa

Tale metodo di colorazione consente di valutarsdalita della coltura e di analizzarne la
morfologia, attraverso il legame dei coloranti allemponenti acide (blu di metilene) e
basiche (eosina) delle cellule. | vetrini vengomperti con May-Grunwald filtrato per 7
minuti (I'alcol metilico presente nella soluzionsda lo spot), sciacquati in acqua e quindi
coperti con Giemsa filtrato diluito 1:16 (v/v) pEF minuti. Infine il vetrino viene lavato in
acqua, fatto asciugare e letto al microscopio acheémsione. | nuclei appariranno di un

viola piu intenso rispetto al citoplasma.

+ ANALISI AL CITOFLUORIMETRO

L’analisi al citofluorimetro consente di determiada presenza di marcatori di membrana
(CD34, CD45, glicoforina) mediante marcatura comicanpi specifici e di valutare la
vitalita cellulare mediante incubazione con propididuro che penetra nelle cellule morte.
Le cellule vengono raccolte ai giorni 0, 7 e 14cdltura, lavate con soluzione salina-
fosfato (phosphate-buffered saline PBEBCO) e risospese alla concentrazione df 10
cellule/100ul. Per I'analisi dei marcatori di memia le cellule vengono incubate per 25
minuti a 4°C con gli anticorpi anti-CD71 (10pBectonDickinsojy anti-CD45 (10ul,
BectonDickinsope anti-glicoforina (5uIBectonDickinson Dopo l'incubazione le cellule
vengono centrifugate a 460 rpm per 10 minuti espsse in PBS. Per la valutazione della
vitalita cellulare le cellule vengono incubate pee minuti con propidio ioduro. L’analisi
viene effettuata con un citofluorimetro a 3 flu@eeze (FACS Becton Dickinson) alla

lunghezza d’onda di 480 nm utilizzando il softwé@l Quest.
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+ CONTA CELLULARE

La conta delle cellule si effettua comunementelaccamera di Burker. Questa e costituita
da un vetrino da microscopio costituito da unaeseli righe che formano dei quadrati
(emocitometro). Si copre con un vetrino copri ogget si ottiene cosi una camera
capillare. L'insieme di linee ortogonali definiscomna serie di aree e quindi di volumi. La
camera infatti € suddivisa in 9 quadranti a lorttaveuddivisi in quadratini piu piccoli al

loro interno. Si applica una sospensione di celtlileirca 10ul nella camera e, guardando
al microscopio, si contano le cellule di almeno dqueadranti. Si preferisce solitamente
scegliere tre campi sulla diagonale in modo daeawera buona variabilita statistica. Si

calcola poi il numero di cellule in base alla segadormula :
nec
n=—.F.V.10
nag

Dove: nc = cellule vitali contateng = numero di quadrati contatt; = fattore di diluizione

eV = volume in cui sono risospese le cellule.

Test di vitalita cellulare

Il Trypan blue € un colorante utilizzato nei testddterminazione della vitalita cellulare.
Questo colorante permette di discriminare tra lrileevitali e quelle morte in quanto € un
colorante in grado di colorare selettivamente |Bulge morte. Il motivo per cui questo
colorante non colora le cellule vive e da ricercagdl'estrema selettivita della membrana
cellulare. Le cellule vitali, avendo la membrantita, non permettono la penetrazione di
questo colorante nel citoplasma; al contrario,enedlllule morte questo penetra facilmente,
rendendole distinguibili dalle vive con una rapatalisi al microscopio. Il trypan blue non
e in grado di distinguere cellule apoptotiche dbukee necrotiche. Per il conteggio all'

emocitometro le cellule sono diluite con colorantenodo da avere un fattore di diluizione
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pari a 10 secondo la seguente preparazione: [1Qut MEM; 20ul di trypan blue e 10ul
di soluzione cellulare]. Si procede ora alla coditautte le cellule e di quelle morte (di
colore blu). La percentuale di vitalita si otticlaeendo il rapporto tra il numero di cellule

vitali ed il numero totale di cellule:

vitalita = n°cell vive x 100 / n° cell totali.

COLTURE DI MACROFAGI

Le cellule CD32ottenute come residuo dalla separazione immunontiagraelle CD324 e

contenente quindi cellule mononucleate della seraca, vengono utilizzate per la
coltivazione dei macrofagi in terreno al 90% di RPMedium e al 10% di siero. Il
differenziamento € indotto dalla citochina speaifl@M-CSF (Granulocyte Macrophage

Colony-Stimulating Factor).
Procedura

piastare 75x1076 cellule in 10mL di RPMI al 10%d~S;

2 ore di incubazione a 37°C in atmosfera umidificat5% di CQ

2-3 lavaggi con PRMI non completo;

2mL di RPMI completo per staccare le cellule adese;

conta e analisi al FACS (CD14 per monociti e CDBIléociti);

piastrare 0.5x1076 cellule/mL e aggiungere la titoe GM-CSF uL/mL;

cambio di meta terreno dopo 3 giorni di coltura;

stop al 6° giorno di coltura;

analisi morfologica al microscopio e analisi al FACCD14, CD3, dimensioni

cellulari).
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+ ANALISI DELL 'ESPRESSIONE GENICA

Estrazione dellRNA

L’RNA totale viene estratto dalle cellule utilizzbmuna miscela di guanidina isotiocianato
—fenolo — cloroformio, secondo il metodo descrittoChomczynski — Sacchi. Il protocollo
si articola in piu fasi: lisi del campione celliarseparazione di fasi organiche,

precipitazione, lavaggio e solubilizzazione dellRN

Lisi del campione cellulare

Le cellule vengono lavate per tre volte con PBSPex. lisarle, il pellet viene risospeso in
soluzione denaturante (SolD, 500 pl/B@ll.) composta da: 4M guanidina tiocianato, 25
mM sodio citrato, pH 7.0, 0.5% laurilsarcosil, VL B-mercaptoetanolo. La guanidina
tiocianato inibisce le ribonucleasi e quindi maméid’integrita del’lRNA; come ulteriore

precauzione, le soluzioni vengono tenute in gh@cci

Separazione di fasi organiche

Alla sospensione ottenuta dopo solubilizzazione $olD vengono aggiunti sodio acetato
2M, pH 4.5 (50u1/500ul SolD), fenolo saturato inqaa (400ul/500ul SolD) e CIAA

(cloroformio - alcol isoamilico 24:1 v/v) (100ul/6Ql SolD). La soluzione viene quindi
mescolata per inversione e incubata in ghiaccio Jeminuti. Dopo l'incubazione |l

campione viene centrifugato per 10 minuti a 10498 a 4°C. In tal modo si formano due
fasi: una acquosa superiore e una organica in&ril®RNA e contenuto esclusivamente
nella fase acquosa, mentre il DNA e le proteineospresenti nell’interfase e nella fase

organica.
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Precipitazione del’RNA

La fase acquosa viene recuperata e trasferitaamuova eppendorf; 'RNA viene quindi
precipitato aggiungendo un volume di isopropanalo @ quello recuperato (circa 600ul) e
incubando a —20°C per un’ora. Il campione vienenducentrifugato per 10 minuti a

13000 rpm a 4°C.

Lavagqio e solubilizzazione del’RNA

Il pellet viene risospeso in 500ul di etanolo al%/(diluito in acqua trattata con
dietilpirocarbonato 7mM per l'inibizione delle ribocleasi [HO-DEPC]) e centrifugato
per 10 minuti a 13000 rpm a 4°C. Infine il pelléne lasciato asciugare all’aria, risospeso

in 20ul di HO-DEPC e conservato a —80°C.

Valutazione della purezza e determinazione della@entrazione del’lRNA

La purezza e lintegrita del’lRNA estratto vengovadutate mediante corsa elettroforetica
in gel d’agarosio allo 0.7% (agarosio sciolto inH'BX) o mediante analisi del rapporto di
assorbanza alle lunghezza d’onda di 260 nm e 280Lanpreparazione di RNA viene
considerata sufficientemente pura se, allanalisi gel al transilluminatore con luce
ultravioletta, e possibile visualizzare tre bandetten corrispondenti rispettivamente
al’lRNA ribosomale 28S, 18S e 5S; un eccessivo menth fondo € indice dell’elevato
livello di degradazione dellRNA. Analogamente l&parazione viene considerata pura se
il rapporto 260/280 nm ha un valore compreso t6a€ll.8; un valore inferiore indica la
presenza di contaminanti: proteine o fenolo. Laceotrazione del campione di RNA
viene determinata mediante analisi spettrofotomeetrmisurando I'assorbanza alla
lunghezza d’onda di 260 nm. Considerando che unaitdeottica pari a 1 corrisponde a

40ug/ml di RNA, la concentrazione del campione giealcolata secondo la formula:
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C (ug/pl) = OD x F x 40/1000

Retrotrascrizione dell’lRNA

Gli RNA messaggeri (MRNA), presenti nella soluziain&NA totale estratto dalle cellule,
vengono retrotrascritti in cONA usando come primae@ndom examers e come enzima la
trascrittasi inversa del Moloney murine leukemiausi (MMLV) prodotta da un ceppo
ricombinante di Coli. Per eseguire la retrotrasone viene utilizzato il protocollo High
Capacity cDNA Reverse Trascription kit della ApgliBiosystem. A 1ug di RNA totale
vengono aggiunti i reagenti alle concentrazionalfimiportate in tabella 1, in un volume

finale di 20pul (Tabella 1).

Reagenti Concentrazione finale
Tampone (10X) 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.3
dNTP (x 4) 1 mM (x 4)

Random examers 3 uM
Inibitore delle RNasi 1U
Trascrittasi inversa 25U
Volume finale 20uL

Tabella 1- Reagenti utilizzati per la retrotrascrizione.

Nelle singole provette vengono aggiunti nell’ordit®O, random examers e RNA. Le
stesse vengono quindi riscaldate a 70° per 10timton lo scopo di denaturare eventuali

strutture secondarie del’RNA che potrebbero irieré con la retrotrascrizione. Viene poi
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aliquotata la restante miscela di reazione e Ieotrascrizione avviene a 25°C per 10

minuti, seguiti da 120 minuti a 37°C e da 5 mirau85°C.

+ REAL-TIME PCR

Questa metodica consente di quantificare in tengaderdurante una normale PCR la
quantita di RNA presente all'inizio della reaziodedifferenza di una normale PCR, che
fornisce informazioni solo sul prodotto finale aifiphto (PCR a plateau), la Real-Time
PCR permette di monitorare anche quello che acchdante la polimerizzazione, in
particolare durante la fase esponenziale (Figuja@uesta tecnica € molto sensibile e si
puo realizzare mediante I'impiego di coloranti mdanti aspecifici (SYBR Green),
oppure con sonde marcate con molecole fluorescémefporter) che si annilano
specificatamente al nostro RNA target. In entrandasi la Real-Time PCR quantifica la
fluorescenza emessa durante ogni ciclo di PCRuéstp studio la Real-Time PCR e stata
svolta mediante I'uso di sonde TagMan. La sond#dpdi TagMan € un oligonucleotide
che, come i due primers della PCR, viene disegpataessere complementare alla
sequenza bersaglio. Presenta all’estremita 5’ wordforo REPORTER (FAM in questo
caso) e allestremita 3’ una molecola QUENCER (M@B questo caso). In una
configurazione di questo tipo la molecola QUENCERpeédisce I'emissione di
fluorescenza da parte del REPORTER: nel corso di oglo di PCR, nella fase di
estensione del filamento di DNA complementare alguenza bersaglio, I'enzime Taq
Polimerasi incontra I'estremita 5’ della sonda dféteia, in un primo momento, uno
scalzamento della sonda seguita dal distacco dBIGRHER per attivita esonucleasica
(5>3’). In questo modo il fluoroforo in soluzioneon subisce piu linibizione del
QUENCER ed eccitato dalla lampada alogena emetigrefscenza. In base a questo

meccanismo lintensita della fluorescenza aumemntafuinzione della concentrazione
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dell’amplificato specifico della reazione. Tutte deppie di primers utilizzate in questo
studio hanno una temperatura di annealing pari &€ 6@entre le sonde hanno una
temperatura di 10°C superiore. Nelle prime sonaslqite, normalmente di 30-35 bp, il
qguencer assorbiva ed emetteva contemporaneamemtestenza, in quelle di ultima
generazione, come quelle usate in questo studgyehcer e stato sostituito con 'MGB
(minor groove binder) che non emette fluorescenzhee si ancora al solco minore del
DNA aumentando la temperatura di melting e permdtiedi ridurre la lunghezza

dell’amplicone.
Preparazione della piastra di Real-Time PCR

Ciascuna piastra per la Real-Time PCR e costitlait86 pozzetti in cui vengono depositati

22,5uL di MIX e 2,5uL di cDNA (da 12,5 a 50 ng).
La MIX viene cosi preparata per ogni campione:

v 12,5L di Universal PCR Master Mix contenente: bufferaqT Polimerasi,
nucleotidi.

v 8,75uL di H,O RNAasi free

v 1,251L di sonda e primer
La miscela di reazione ha un volume finale dil2® per ogni gene da analizzare viene
preparata una mix differente. La piastra prepariae coperta da un adesivo ottico che
lascia passare la luce della lampada per ecclthueioforo ma impedisce I'evaporazione
dei campioni durante la PCR. La piastra viene guge centrifugata a 900 rpm per 5
minuti per eliminare le eventuali bolle formatesrahte la preparazione ed e pronta per

'analisi.
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Protocollo di Real-Time PCR

v 1ciclo: 95°C per 10’ denaturazione iniziale
v 45 cicli: 95°C per 15” denaturazione

v 60°C per 1’ annealing ed estensione

1 “plateau”
molidi 0.1 —
prodotto fase esponenziale
0.01—
T I I I I
10 20 30 40 50
numero di cicli

Figura 37 —Curva di amplificazione della PCR.

La fluorescenza viene registrata durante la fasesttinsione. Tutte le operazioni relative
alle misurazioni ed analisi avvengono sotto il coltd di un software (SYSTEM SDS

SOFTWARE) gestito da un personal computer. Il piogna calcola automaticamente:

la linea di baseche indica il n° di cicli in cui lo strumento noregistra alcuna

fluorescenza,;
la linea soglig valore di fluorescenza sotto il quale non si ad&rsno veritieri i dati;

il ciclo soglia (Ct),specifico per ogni campione che identifica il valdel ciclo di PCR in
cui la curva in fase esponenziale interseca lalipgglia. Piu il campione raggiunge la

soglia in minor cicli piu € concentrato (Figura 38)

Inoltre il software normalizza i dati dei geni tatg(nel nostro caso specifico GDF15,

HAMP, ferroportina totale FPN e le isoforme dekarbportina FPN1A e FPN1B) rispetto
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ai geni endogeni (nel nostro caso specifico GAPEBHi) calibra rispetto ad un valore di

riferimento (per il nostro caso il baseline):

Il AACt, che é la differenza tra i dulACt (=Ct target — Ct housekeeping)
rispettivamente del calibratore (baseline) e demmani;

L' RQ (= 2%Y che indica quante volte il gene target & pili @onespresso rispetto

al calibratore.

Soglia sotto la quale non
considero veritieri | dati

Fluorescenza

Ct: valore del ciclo di PCR in
cui |3 curva interseca la linea

l-l'.;
Iﬂ || soglia

-i:’."; ',""::;

Cich

Figura 38 - Amplification plot della Real Time — PCR.

+ DOSAGGIO PROTEICO

Il kit utilizzato per il dosaggio del GDF15 nei satanti € ilIDuoSet Sandwich ELISA Kit

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay della R&D @gstélinneapolis, MN).

Procedura

centrifugare le aliquote di surnatanti, circa 2QQ per eliminare i residui cellulari;
allestire una piastra da 96 pozzetti utilizzando gascun pozzetto 2ug/mL di
anticorpo monoclonale di topo legante il GDF15 uman

aggiungere ad ogni pozzetto la soluzione all'19%B8A in PBS per neutralizzare i

siti aspecifici;
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coprire ed incubare per due ore a temperatura amebie

lavare;

aggiungere 100ul di detection antibody ad ogni ptinz

coprire ed incubare per due ore a temperatura amebie

lavare;

aggiungere ad ogni pozzetto 100l di streptoavithR& 1 : 200 (in questo caso Si
aggiungono 55ul del substrato in 10945ul di reagent

coprire ed incubare per 20 minuti a temperaturai@ni evitando la luce diretta;
lavare la piastra e aggiungere ad ogni pozzettpll@iGsubstrate solution;
incubare per 20 minuti a temperatura ambiente eddda luce diretta;
aggiungere 50ul di stop solution e miscelare dglioante;

procedere alla lettura a 450 nm con 570 nm di zomne.

La curva standard e generata utilizzando la prat&DF15 ricombinata.

+ COMPOSTI UTILIZZATI

DESFERAL (desferoxamina mesilato; DFO; Biofuturafha S.p.A)
Vengono sciolti 66 mg in2.5mL di PBS 1X, ottenenglma concentrazione di 40mM,
guesta viene successivamente diluita alla concgatra 20mM. Tale soluzione viene
aggiunta alle cellule alla concentrazione finald@uM e 4 uM. La deferoxamina (DFO)
forma complessi prevalentemente con gli ioni di €&€Al trivalenti: le costanti di
formazione dei complessi sono rispettivamente 183025. L’affinita della DFO per gli
ioni bivalenti come Fe++, Cu++, Zn++, Cat+ € sosk@mente minore (costante di
formazione del complesso 1014 o inferiore). La @hieine avviene con rapporto molare
1:1, vale a dire che 1 g di DFO puo teoricamengare 85 mg di ferro trivalente o 41 mg

di alluminio trivalente. Grazie alle sue proprietéelanti, la DFO puo0 legare il ferro libero
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sia quello nel plasma che nelle cellule, formantacamplesso ferriossamina (FO).
L’escrezione urinaria di FO deriva soprattutto alethover del ferro plasmatico, mentre il
ferro presente nelle feci riflette soprattutto lelazione intraepatica. Il ferro pud essere
chelato dalla ferritina e dall’emosiderina, ma &atreamente basso a concentrazioni di
DFO clinicamente rilevanti. La DFO non mobilizzaer, il ferro contenuto nella

transferrina, nel’emoglobina od in altre sostaocaetenenti un gruppo eme.

FERRO AMMONIO CITRATO (FeAmCit FAC; Sigma)
Vengono sciolti 650 mg in 5mL di PBS 1X, ottenenoh@ concentrazione di 0.4M, questa
viene successivamente diluita alla concentraziddraM. Tale soluzione viene aggiunta

alle cellule alla concentrazione finale di 100uM.

3

+ ANALISI AL CITOFLUORIMETRO DEL FERRO INTRACELLULARE

L’analisi al citofluorimetro consente di determieai’espressione di marcatori di
membrana mediante marcatura con anticorpi spedifigharticolare, in questo lavoro, per
quantificare il ferro intracellulare é stato utda#to come marcatore di membrana il
recettore della transferrina (TfR) CD71. Il quaatiito di recettore presente sulla
membrana cellulare e proporzionale al contenuferdo presente all'interno della cellula:
una carenza di ferro porta ad un aumento del meett quanto il TfR media la captazione
del ferro da parte delle cellule, mentre I'effettpposto si ha in caso di sovraccarico di
ferro. Le cellule al 14° giorno di coltura vengofavate con soluzione salina fosfato
(phosfate-buffered saline PBS, GIBCO) e risospdisecancentrazione di £0celluleful.

Per l'analisi del marcatore di membrana le celikdagono incubate per 15 minuti a 4°C
con [lanticorpo antiCD71 (FITC ficocianina). Se dellule provengono dal terreno di

coltura prima della marcatura avviene un’incubagigrer 15 minuti a 4°C con PBS
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arricchita contenente: MS Mouse Serum 4%, NCS NewBatt Serum 4% e Sodio Azide
NAN3 0,1%. Tale procedura serve per saturare evensitalaspecifici che potrebbero
impedire la corretta marcatura con gli opporturticampi. L'analisi viene effettuata con un
citofluorimetro a 6 colori (FACSCANTO Becton Dicldon) dotato di 2 laser con
lunghezza d’onda di 488 nm per il laser blue e 685 per quello rosso utilizzando |l

software FACS DIVA 5 (Tabella 2).

Anticorpo| Laser di eccitazione Spettro di emissigne

CD71 488 nm 519 nm

Tabella2 - Lunghezze d’onda di eccitazione ed emissioneA&l$-del CD71.
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RISULTATI

+ ANALISI DEL GDF15 DURANTE IL DIFFERENZIAMENTO

ERITROIDE IN COLTURE CONTROLLO

Cellule CD34 provenienti da donatori sani sono state coltiwaondizioni che stimolano
il differenziamento eritroide. Il medium di coltucantiene, infatti, citochine come lo stem
cell factor (SCF), interleuchina 3 (IL-3) e eritmetina (Epo). Le cellule vengono coltivate
per 14 giorni. Le cellule sono state analizzatei@ng diversi di coltura per valutare
crescita e vitalita cellulare, morfologia, espressi genica e dosaggio proteico. Le cellule
crescono in modo esponenziale durante le due setéirdi coltura e la vitalita e elevata per
tutto il periodo del differenziamento cellulare @&l vitalitd). Morfologicamente al 14°

giorno di coltura si osservano eritroblasti mati&igura 39).

Figura 39 - Eritroblasti maturi al giorno 14 di coltura.
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Analisi molecolare

L’espressione genica del GDF15 e stata valutatgi@ni di coltura 0, 4, 7, 11, 14
attraverso la metodica delleeal — time PCRa partire dal cDNA ottenuto per
retrotrascrizione dellRNA estratto dalle cellulentrollo. | risultati dell’analisi vengono
convertiti in grafici che spiegano quando e in quglantita il nostro gene di interesse
viene espresso durante il differenziamento rispattaun gene endogerfbousekeeping)
che in questo caso & il GAPDH. | valori vengonooriati comeRQ = 2% (ACt =
differenza tra i Ct dei campioni analizzati e il @&l calibratore) che indica il valore

assoluto di quante volte il gene é espresso adstgdio del differenziamento.

Espressione GDF15 durante differenziamento
12,00 ) ¢
10,00 | | (
8,00
% 6,00
<
N
4,00
2,00 -
0,00
g0 g4 g7 gll gla
giorni di coltura

Grafico 1- Espressione genica del GDF15 durante il differeneiato.

Dal grafico si osserva che I'espressione del GD&ifolto bassa ai primi giorni di coltura
e aumenta a partire dal giorno 11 (eritroblastignoimatofili) per poi crescere in maniera
considerevole al giorno 14 (eritroblasti maturidawmento di espressione del GDF15 dal

giorno 7 al giorno 14 di coltura risulta statistigente significativo ¥ p < 0.001).
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Analisi proteica
Il dosaggio proteico della citochina rilasciata sernatante di colture controllo & stato

ottenuto mediante misurazione ELISA ed il rilevatoe@ stato eseguito ai giorni 7 e 14

del differenziamento eritroide.

Dosaggio GDF15 durante differenziamento
14000 *
12000 ! I 1
10000 -

8000 -
6000 -
4000
2000

g7 gl4

giorni di coltura

Grafico 2- Dosaggio del GDF15 al giorno 7 e 14 di coltura.

Il grafico conferma I'andamento osservato nell’esgione genica del GDF15: vi € un
notevole aumento della secrezione della citochingi@no 14 di coltura. L'aumento

rilevato rispetto al giorno 7 di coltura e statiathente significativoX p <0.05).
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< ANALISI GENICA E PROTEICA DEL GDF15: CONFRONTO TRA
COLTURE CONTROLLO, TM E TI DURANTE IL

DIFFERENZIAMENTO ERITROIDE

Cellule CD34 provenienti da donatori sani e pazienti talassemajor (TM) e intermedi
(TI), sono state coltivate in condizioni che stiama il differenziamento eritroide. Il
medium di coltura contiene infatti lo stem cell ttac(SCF), l'interleuchina 3 (IL-3) e
I'eritropoietina (Epo). Le cellule vengono coltieaper 14 giorni e analizzate a giorni
diversi di coltura per valutare I'espressione garecil dosaggio proteico. Il reclutamento
dei pazienti talassemici major e intermedi € avterio collaborazione con il DH del
centro anemie congenite coordinato dalla prof.sBa@appellini (Fondazione IRCCS Ca’
Granda - Ospedale Maggiore Policlinico di Milan8)a i pazienti TM che i pazienti TI
sono stati scelti tra loro con lo stesso genotipmd89/cod39 per i pazienti TM e IVS1-
6/IVS1-6 per i pazienti Tl) e con parametri emagdto simili (emoglobina, globuli rossi,
volume corpuscolare medio MCV, distribuzione deluma eritrocitari RDW, contenuto
medio di emoglobina per globulo rosso MCH, retictip al fine di poter rendere

paragonabili i dati ottenuti.
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Analisi molecolare

L’espressione genica del GDF15 e stata valutataliture controllo, TM e TI ai giorni 0,

7, 14 di coltura . | risultati sono espressi co&'2

Espressione GDF15 durante differenziamento
20

15 {
10 /*

g0 a7 gl4

27-dCt

—e— control ™ Tl

Grafico 3- Espressione genica del GDF15 in cellule contrdiMd, e Tl durante il differenziamento eritroide.

Il grafico mostra un profilo di espressione del GBHn progressivo aumento durante la
maturazione e il differenziamento eritroide sia dellule controllo che TM che TI.
L’aumento di espressione del GDF15 dal giorno 7g@irno 14 di coltura risulta
statisticamente significativo sia per il contro{fop< 0.001) che per il TM (1 p< 0.02).
Spostando I'attenzione al 14° giorno di colturaeogimmo livelli di espressione del

GDF15 maggiore per le cellule Tl rispetto alle glelcontrollo e TM.
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Analisi proteica

La quantita di GDF15 secreto nel surnatante dadlule controllo, TM e Tl e stata

valutata ai giorni 7 e 14 di coltura mediante EsISA.

Dosaggio GDF15 durante differenziamento
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Grafico 4- Dosaggio del GDF15 in cellule controllo, TM e Tlreate il differenziamento eritroide.

Il grafico evidenzia un aumento della secrezionéadwoteina dal giorno 7 al giorno 14
sia per le cellule TI che controllo che TM anchd’iseremento € maggiore per le prime
due. Al 14° giorno di coltura il GDF15 é piu seor@lalle cellule Tl, seguono le cellule
controllo ed infine le cellule TM. | valori proteiclella secrezione confermano quanto
osservato nel grafico precedente con I'analisi oubge. Inoltre 'aumento di secrezione
(giorno 7 vs giorno 14) é statisticamente signifiza sia per le cellule controllo (*

p<0.05), che per le cellule TM (* p<0.05), che peliule TI (T p<0.03).
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+ ANALISI GENICA DELL 'EPCIDINA (HAMP): CONFRONTO TRA
COLTURE CONTROLLO, TM E TI DURANTE IL

DIFFERENZIAMENTO ERITROIDE

Cellule CD34 provenienti da donatori sani e pazienti talassemajor (TM) e intermedi
(T1), sono state coltivate in condizioni precedemate descritte. Le cellule vengono
coltivate per 14 giorni e analizzate a giorni dsredi coltura per valutare I'espressione

genica.

Analisi genica

L’espressione genica dell’epcidina e stata valutatalture controllo, TM e Tl ai giorni O,

4,7,11 e 14 di coltura . | risultati sono espiressne 2*°'.

Espressione HAMP durante differenziamento
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Grafico 5- Espressione genica del’lHAMP in cellule controlldd e Tl durante il differenziamento eritroide.

Il grafico mostra un profilo di espressione delt&fina costante e comunque molto basso

durante il differenziamento eritroide sia in catldontrollo che TI. Risulta invece evidente
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e significativo (* p< 0.00002) I'aumento di espriese del gene al giorno 14 di coltura in

cellule TM.

«+ ANALISI DEL GDF15 IN COLTURE CONTROLLO , TM E TI

TRATTATE CON DFO E coN FAC

Valutazione proliferazione e vitalita

Le cellule CD34 sono coltivate in condizioni precedentemente digsciAl giorno 0 di
coltura vengono aggiunti o il FeAmMCit (FAC) allano@ntrazione di 100uM o il chelante
del ferro deferoxamina DFO (nome commerciale defffalla concentrazione di 4uM.
Quando in una coltura vengono introdotti farmacobmposti chimici come in questo caso,
la valutazione della crescita e della vitalita samportanti per garantire che I'effetto dei
diversi composti sulle cellule non sia dovuto &tleo tossicita ma alle loro proprieta. Si
comprende come tale valutazione diventi ancor piportante quando i composti entrano
in contatto con delle cellule patologiche come nestro caso. | grafici che seguono
rappresentano I'andamento della crescita e detiditai di cellule controllo (Grafico 6),

TM (Grafico 7) e Tl (Grafico) trattate con DFO e EA

Crescita controllo trattati Vitalita controllo trattati

100 +——n—

B
P

80 +
60

n°cells 10"6/mL
o [l N w S

S 40
— 20
n”"/ 0
[s[0] g7 gl4 go g7 gl4
giorni di cultura giorni di coltura
Untreated —a—DFO 4uM FAC ‘ ‘ Untreated —8—DFO 4uM FAC

Grafico 6- Valutazione della crescita e vitalita cellularecditure controllo trattate con DFO e FAC.
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Dal grafico 6 si puo osservare come tutte le caadizresentino un andamento crescente
della crescita cellulare durante tutto il differmento; in particolare la condizione con
I'aggiunta di FAC ha una crescita superiore rigpattcontrollo non trattato, mentre quella
con l'aggiunta di DFO ha una crescita minore. Pagango riguarda la vitalita non si
osservano differenze tra il controllo non trattatocontrolli trattati. Infatti, il range in toto

della coltura rientra tra il 100 e '90% di vitalit

Crescita TM trattati Vitalita TM trattati
_ 100 - n
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n 0
go g7 g14 go g7 gl4
giorni di coltura giorni di coltura
Untreated —&— DFO 4uM +—FAC Untreated —&— DFO 4uM +—FAC

Grafico 7- Valutazione della crescita e vitalita cellularecditure TM trattate con DFO e FAC.

Per quanto riguarda la crescita cellulare in TMeogamo un andamento crescente per
tutte e tre le condizioni ma mentre il trattato cBAC cresce in modo del tutto
paragonabile al non trattato, il trattato con DFf@sce molto meno. La vitalita é
sovrapponibile nel non trattato e nel trattato E&C, si nota invece una diminuzione nei

trattati con DFO (75% di vitalita).
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Crescita Tl trattati Vitalita Tl trattati
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Grafico 8- Valutazione della crescita e vitalita cellularecditure Tl trattate con DFO e FAC.

Per quanto riguarda la crescita cellulare in Teogamo un andamento crescente per tutte
e tre le condizioni con valori comunque piu altl nen trattato rispetto ai trattati. La
vitalita € sovrapponibile nel non trattato e nelttato con FAC, si nota solo una piccola

diminuzione nei trattati con DFO (80% di vitalita).
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Analisi genica

L’espressione del GDF15 é stata valutata al gidehdi coltura in cellule controllo, TM e

Tl trattate con DFO o con FAC. | risultati sono esysi come 2°'.

Espressione GDF15 controllo vs TM vs TI
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14 T
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Grafico 9- Espressione del GDF15 al giorno 14 di cellule adlty TM e Tl trattate con DFO4 e FAC.

Dal grafico si osserva che I'espressione del GDirdlfe cellule controllo € aumentata in
situazioni di ferro deplezione (DFO) mentre dimsud in modo statisticamente
significativo (* p<0.05) in situazioni di ferro satzione (FAC) rispetto al non trattato.
Nelle cellule TM I'espressione del GDF15 diminuiseesi aggiunge DFO mentre aumenta
se si aggiunge FAC rispetto al non trattato. NedlBule TI, infine, sia il DFO che il FAC
inducono una diminuzione significativa (* p<0.05¢lltespressione del GDF15 rispetto

alle cellule non trattate.
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Analisi proteica

La quantita di GDF15 secreto nel surnatante dallelle controllo, TM e Tl trattate con |l

chelante e con il ferro e stata valutata al gidrali coltura mediante test ELISA.

Dosaggio GDF15 controllo vs TM vs TI
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Grafico 10- Dosaggio del GDF15 al giorno 14 di cellule contwplfM e Tl trattate con DFO4 e FAC.

Dal grafico si osserva che la secrezione del GDR1¢ellule controllo aumenta in modo
statisticamente significativo (T p<0.005) se ttattacon DFO, mentre diminuisce
significativamente (1 p<0.01) se trattate con FACcontrario, nelle cellule TM il GDF15
diminuisce in modo statisticamente significativo {0.0000006) in situazioni di ferro
deplezione (DFO), mentre aumentata significativamé¢h p<0.003) in situazioni di ferro
saturazione (FAC) rispetto al non trattato. Nekdlute Tl sia il DFO (1 p<0.01) che |l
FAC inducono una diminuzione della secrezione dBIFGH rispetto alle cellule non

trattate.
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< ANALISI MOLECOLARE DELLA FERROPORTINA TOTALE FPNE
DELLE ISOFORME FPN1A E FPN1B IN COLTURE CONTROLLO ,

TM E Tl DURANTE IL DIFFERENZIAMENTO ERITROIDE

Cellule CD34 provenienti da donatori sani e pazienti talassemajor (TM) e intermedi

(T1), sono state coltivate in condizioni precedemate descritte. Le cellule vengono
coltivate per 14 giorni e analizzate a tempi divdrgoltura (giorno 0, 7 e 14) per valutare
I'espressione genica questa volta della ferropartotale (FPNTOT) e delle due diverse
isoforme (FPN1A e FPN1B rispettivamente con e sdazsequenza responsiva al ferro

IRE) durante il differenziamento eritroide.

Analisi molecolare
L’espressione della ferroportina totale é statautedh al giorno 0, 7 e 14 di coltura in

ACt
z

cellule controllo, TM e TI. | valori vengono ripatt comeRQ = che indica il valore

assoluto di quante volte il gene €& espresso ad stpdio del differenziamento.

Successivamente l'attenzione e stata focalizzaka salle due diverse isoforme della

ferroportina e si e scelto di rappresentarle coowaydi espressione rispetto alla FPNTOT.
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Espressione FPNTOT durante differenziamento
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Grafico 11- Espressione della FPNTOT in cellule controllo, TNlledurante il differenziamento eritroide.

Dal grafico osserviamo come I'espressione delleofeartina totale in cellule controllo sia
bassa negli stadi iniziali del differenziamentotrerde (g0 e g7), per poi aumentare in
modo statisticamente significativo (* p<0.01) aelio degli eritroblasti maturi (g14). Le
cellule TM esprimono molta FPNTOT al giorno O ditaca per poi diminuire a meta del
processo di differenziamento e mantenersi piutttstesa anche alla fine (g14). Nelle
cellule TI I'espressione della FPNTOT e alta alrgim O e poi diminuisce in modo

significativo al giorno 7 (T p<0.003) e 14 (T p<@3).

110



Risultati

Espressione FPN1A/FPNTOT durante differenziamento
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Grafico 12- Espressione della FPN1A/FPNTOT in cellule controlid e Tl durante il differenziamento

eritroide.

Dal grafico osserviamo come I'espressione della ERRPNTOT in cellule controllo sia
alta negli stadi iniziali del differenziamento esitde (g0), per poi diminuire in modo
statisticamente significativo (* p<0.001) a liveliegli eritroblasti (g7) e tornare ad essere
nuovamente molto espressa (t p<0.01) con il complento del differenziamento
eritroide (g14). Anche nelle cellule TM lisoforniaA e espressa al giorno O di coltura per
poi diminuire in modo significativo (* p<0.001) aetd del processo di differenziamento
ma, a differenza del controllo, nel TM i livelli #PN1A si mantengono bassi anche alla
fine (g14). Infine, nelle cellule Tl 'andamentolideisoforma 1A é esattamente opposto al
controllo: quindi € poco espressa al giorno 0,gaenentare al giorno 7 e poi diminuire in

modo significativo (¥ p<0.05) alla fine del diffel@amento eritroide.
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Espressione FPN1B/FPNTOT durante differenziamento
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Grafico 13- Espressione della FPN1B/FPNTOT in cellule conttdlld e TI durante il differenziamento

eritroide.

Il profilo di espressione dell'isoforma 1B mostiaseguente andamento: nelle cellule
controllo I'espressione € bassa al giorno 0, paraumentare in modo statisticamente
significativo (* p<0.01) al giorno 7 e diminuire imodo altrettanto significativo al 14°
giorno di coltura (t p<0.00003). Nelle cellule TMPR1B e molto espressa negli stadi
iniziali della maturazione per poi diminuire bruseante al giorno 7 e ancora al giorno 14.
Le cellule TI mostrano un profilo di espressionmikd alle cellule TM, infatti 'FPN1B é
molto espressa al giorno 0 anche se con valoniarfeispetto al TM, diminuisce in modo
significativo (* p<0.01) al giorno 7 per poi man&si costante con il completamento del
differenziamento eritroide. Da notare come i vatteila FPN1B al 14° giorno di coltura Tl

siano comunque piu alti rispetto alle cellule colire TM.
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< ANALISI MOLECOLARE DELLA FERROPORTINA TOTALE FPNE
DELLE ISOFORME FPN1A E FPN1B IN COLTURE CONTROLLO ,

TM ETI TRATTATE cON DFO E FAC

Le cellule CD34 sono coltivate in condizioni precedentemente digsciAl giorno 0 di
coltura vengono aggiunti o il ferro-ammonio-citrgfeAC) alla concentrazione di 100uM
o il chelante del ferro deferoxamina (DFO) alla @amtrazione di 4uM. L'espressione

genica della ferroportina totale e delle due isvi®e stata valutata al giorno 14 di coltura.

Espressione FPN1A/FPNTOT nei trattati

LEL

untreated DFO FAC
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N
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Grafico 14- Espressione della FPN1A/FPNTOT in cellule contrdllM e Tl trattate con DFO e FAC.

Nelle cellule controllo I'aggiunta di DFO non inthace importanti variazioni, mentre
'aggiunta di FAC provoca una lieve diminuzione eBpressione della FPN1A. Nelle
cellule TM l'espressione della FPN1A/FPNTOT aumesigmificativamente rispetto alle
cellule non trattate se aggiungiamo DFO (* p<0.0dgntre rimane invariata se

aggiungiamo FAC. In cellule TI lisoforma 1A dimirsge sia in condizioni di ferro
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deplezione che in condizioni di ferro saturazioha. diminuzione € significativa con

I'aggiunta di DFO (1 p<0.05).

Espressione FPN1B/FPNTOT nei trattati
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Grafico 15- Espressione della FPN1B/FPNTOT in cellule controlldl e Tl trattate con DFO e FAC.

Nelle cellule controllo I'espressione della FPN1IBNTOT non subisce modifiche né in
presenza di DFO, né in presenza di FAC ed e conmunmplto bassa. FPN1B aumenta in
modo significativo (* p<0.001) nelle cellule TM ttate con DFO rispetto alle cellule non
trattate, mentre diminuisce lievemente di espressim presenza di FAC. Infine nelle
cellule Tl sia la somministrazione di DFO che diG¢-Aumenta I'espressione dell'isoforma

1B rispetto alle cellule non trattate.

+ ANALISI DEL GDF15 IN MACROFAGI CONTROLLO , TM E TI

TRATTATI CON DFO EFAC

Cellule CD34 provenienti da donatori sani e pazienti talassemajor (TM) e intermedi

(T1), sono state coltivate in condizioni che stiara il differenziamento dei macrofagi. Il
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medium di coltura contiene infatti una citochin&afica per la maturazione dei macrofagi
GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulatingctér). Le cellule vengono

coltivate per 6 giorni quando si ottengono macrofagturi.

Analisi molecolare

L’espressione genica del GDF15 é stata valutatavattsoreal — time PCRa partire dal
cDNA ottenuto per retrotrascrizione dellRNA estoatdai macrofagi di ciascuna
condizione. | risultati dell’analisi vengono contiterin grafici che spiegano quando e in
quali quantita il nostro gene di interesse viergesso rispetto al gene endogeno GAPDH.

Z-ACt

| valori vengono riportati comBQ = che indica il valore assoluto di quante volte il

gene e espresso.

Espressione GDF15 nei macrofagi
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Grafico 16- Espressione genica del GDF15 in macrofagi contrdld e Tl trattati con DFO e FAC.

Il grafico mostra come i macrofagi controllo e Tdttati con il chelante (DFO) aumentano
i livelli di espressione del GDF15 rispetto ai nadagi non trattati, mentre I'aggiunta di
FAC comporta una diminuzione di espressione dekgéfei macrofagi TM invece il

GDF15 non subisce variazioni sia aggiungendo DFOFAC.
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Analisi proteica

Il dosaggio proteico della citochina rilasciata seknatante di coltura e stato ottenuto

mediante misurazione ELISA ed il rilevamento é cstaseguito al giorno 6 quando i

macrofagi sono maturi e differenziati.

Dosaggio GDF15 nei macrofagi
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Grafico 17- Espressione proteica del GDF15 in macrofagi colotrdiM e Tl trattati con DFO e FAC.

Il dosaggio proteico mostra lo stesso andamentbadalisi molecolare: i macrofagi
controllo e Tl in condizioni di ferro depleziondasgciano piu citochina rispetto ai non
trattati, mentre in condizioni di ferro saturazioieailascio € minore. | macrofagi TM

invece rilasciano circa la stessa quantita di GDEi&5in presenza di DFO che di FAC

rispetto ai non trattati.
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< ANALISI MOLECOLARE DELLA FERROPORTINA TOTALE FPNE
DELLE ISOFORME FPN1A E FPN1B IN MACROFAGI

CONTROLLO, TM ETI TRATTATICON DFO E FAC

Le cellule CD34 provenienti da donatori sani e pazienti talassemajor (TM) e

intermedi (T1) sono state coltivate in condizionepedentemente descritte.

Analisi molecolare

L’espressione della ferroportina € stata valuth@&f giorno di coltura, quando i macrofagi
sono oramai differenziati. | valori vengono ripdirizomeRQ = 2% che indica il valore
assoluto di quante volte il gene e espresso. Iticplare si € scelto di rappresentare la
quota di espressione delle diverse isoforme (FPNM1RAPN1B) rispetto a quella della

ferroportina totale (FPNTOT).

Espressione FPN1A/FPNTOT nei macrofagi
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Grafico 18- Espressione di FPN1A/FPNTOT in macrofagi controfld] e TI.

L’isoforma 1A della ferroportina risulta molto esgsa nei macrofagi controllo non trattati
e poi diminuisce drasticamente se aggiungiamo DFGAE. | macrofagi TM e TI
esprimono poca FPN1A e non si osservano variagianitrattati e i non trattati.
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Espressione FPN1B/FPNTOT nei macrofagi
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Grafico 19- Espressione di FPN1B/FPNTOT in macrofagi contrdlligl, e TI.

L’isoforma FPN1B ha un’espressione paragonabilaedlg della FPN1A: € molto espressa
nei macrofagi controllo non trattati rispetto a juEM e Tl dove l'isoforma risulta molto
poco espressa. Se aggiungiamo DFO o FAC ai macrodagrollo questi esprimono meno
FPN1B rispetto al non trattato. Se aggiungiamoaeniti i composti ai macrofagi TM
I'espressione della 1B é simile al non trattatooengnque molto bassa. | macrofagi Tl

anche se trattati con DFO o FAC non esprimono FPN1B

+ ANALISI DELL 'ESPRESSIONE DEL RECETTORE DELLA
TRANSFERRINA (TFR) IN CELLULE CD34 cONTROLLO, TM E

Tl

Al 7°, 11° e 14° giorno di coltura sono state rdiec0,1x1076 cellule controllo, TM e Tl e
analizzate al citofluorimetro. In particolare étatatudiata I'espressione del marcatore di
membrana CD71, ovvero il recettore della trangferrill quantitativo di recettore
(espresso come percentuale) presente sulla memlwealhdare € proporzionale al

contenuto di ferro presente all'interno della dalllQuesto dato ci ha permesso di creare
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correlazioni tra il tipo di cellula (controllo o léssemico) e la quantita di ferro

intracellulare (Tabella 3).

giorno 7 giorno 11 giorno 14

CAMPIONE % CD71| CAMPIONE % CD71] CAMPIONE % CD7L
CD34 CTRL CTRL untreated 93 CTRL untreated 94 CTRL untreafed 73,9
CD34 T™ TM untreated 94,7 TM untreated 96,6 TM untreateg ,990
CD34 TI Tl untreated 91 Tl untreated 95 Tl untreated 75

Tabella 3-Espressione percentuale del recettore della traimsen cellule CD34.

La tabella descrive i valori percentuali del TfRcellule CD34 controllo, TM e Tl al 7°,
11° e 14° giorno di coltura. L’attenzione va alpesssione del recettore della transferrina
durante il differenziamento eritroide in cellulentwllo, TM e Tl non trattate. Partendo dal
controllo possiamo osservare come la percentual€d@él si mantiene alta nei primi stadi
del differenziamento per poi diminuire drasticaneerdal 14° giorno. Il medesimo
andamento coinvolge anche le cellule TI. Nel TMeicw, I'espressione del recettore € per

lo piu costante durante tutto il differenziamento.
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DISCUSSIONE

L’'omeostasi del ferro negli esseri umani € mantnattraverso il preciso controllo di
diversi fattori: I'assorbimento intestinale di feyil suo utilizzo per I'eritropoiesi, il riciclo
dagli eritrociti senescenti e il deposito in epatae macrofagi. Tutti questi passaggi sono
controllati in modo sistematico e coordinato. Ldabmlassemie sono anemie ereditarie
dovute a difetti nella sintesi delle catene betbgliche e sono caratterizzate da
eritropoiesi inefficace ed emolisi precoce. Le gatamie, ed in particolar modo le forme
intermedie non-trasfusione dipendenti (T1) cossitono un modello umano ideale per
studiare il metabolismo del ferro in relazione aitropoiesi.La Tl & caratterizzata da
anemia e da una serie di complicanze, tra cui emaspextra midollare, ulcere malleolari,
calcoli biliari, stato di ipercoagulabilita e diegiensione polmonare, che sono invece rare
in pazienti con talassemia major (TM) in terapestusionale. Le manifestazioni cliniche
della TI sono il risultato di tre fattori chiaveriteopoiesi inefficace, anemia cronica e
quindi diminuita produzione di globuli rossi e saetarico di ferro. A differenza dei
pazienti con talassemia major (TM), nei quali Visecarico di ferro &€ dovuto soprattutto
alla terapia trasfusionale, i pazienti con Tl acalano ferro principalmente a causa di un
aumentato assorbimento intestinale e per I'eritieganefficace (135).Questo comporta
un aumento di ferro nel plasma rilasciato dai tesswcaptato dalla transferrina, la quale
viene saturata con la conseguente comparsa dilfbem® in eccesso. Cid causa tossicita
dovuta a danni tissutali provocati dai radicalielibdell’ossigeno prodotti dal ferro. Per
evitare tali danni i pazienti devono seguire urmagr ferro chelante per ridurre gli alti
livelli di ferro. Ad oggi si sa molto poco sui mesgsmi molecolari alla base del

sovraccarico di ferro sia nei pazienti affetti dessemia che in condizioni fisiologiche.
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EPCIDINA Un ruolo chiave viene pero attribuito all'intei@ze epcidina-ferroportina.

L’epcidina, un piccolo peptide sintetizzato neldeg € un potente ormone in grado di
controllare negativamente I'assorbimento inteséindil ferro e il rilascio dello stesso dai
macrofagi verso la transferrina circolante attraeta modificazione dell'espressione
dell'esportatore cellulare di ferro, la ferropodinin tal modo, I'epcidina controlla la

disponibilita di ferro corporeo modulandone siasd@bimento intestinale sia la
mobilizzazione dai macrofagi, agendo sull'efficierdi questi ultimi nel riciclo del ferro

dai globuli rossi invecchiati (62,65). L'epcidinagla la ferroportina localizzata sulla
membrana cellulare e ne determina la fosforilazianternalizzazione e degradazione
ubiquitina-mediata nei lisosomi (66); quest’ultimeene cosi eliminata dalla superficie
della membrana plasmatica impedendo la fuoriustitéerro cellulare, ottenendo cosi
come risultato finale un abbassamento della core®phe plasmatica di ferro. Abbiamo
dimostrato che in cellule al giorno 14 di coltugaijndi eritroblasti maturi, provenienti da
individui con beta-talassemia intermedia, in cuegistono un’intensa attivita eritropoietica
e sovraccarico di ferro, i livelli di epcidina sohassial contrario i livelli di epcidina sono

elevati in cellule di pazienti con beta-talassemajor in terapia cronica trasfusionale, che
sopprime l'attivita eritropoietica e contribuiscestanzialmente al sovraccarico di ferto.

livelli di epcidina in cellule controllo proveniegnda donatori sani si avvicinano a quelli

delle cellule TI.

FERROPORTINA TOTALE Conseguentemente a quanto detto sopra abbiaraovats

una giusta correlazione epcidina-ferroportina &tah cellule controllo e TI, essendo
espressa poca epcidina alla fine del differenziamernitroide (g14), abbiamo livelli piu
alti di ferroportina che favorisce la fuoriuscitel derro dalle cellule. In cellule TM invece
I'elevata espressione di epcidina al 14° giornafesce la degradazione della ferroportina

che in effetti risulta poco espressa. Del restsemrdo le cellule TM povere di ferro
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intracellulare non vi é la necessita di esprimanetrasportatore che lo porti all'esterno
delle cellule. Infatti, la misurazione indirettaidevelli di ferro intracellulare effettuata
tramite quantificazione al citofluorimetro del réoee della transferrina (CD71) che e
inversamente proporzionale al contenuto intracaieuldi ferro, mostra alti livelli del
marcatore sulle membrane delle cellule TM (90,9%getto alle cellule controllo e Tl i cui
valori sono invece paragonabili (rispettivamente993 e 75%). L’andamento generale
della ferroportina totale (FPN1) evidenzia all'ilmizdel processo di differenziamento
eritroide una sua maggiore espressione in cellule TM contribuendo probabilmente al
sovraccarico marziale tipico delle talassemie. Attablasti maturi invece, la ferroportina
e principalmente espressa nelle cellule controficipé oramai queste cellule non hanno
piu bisogno di ferro per l'eritropoiesi e prefenso indirizzarlo ad altri distretti corporei

che invece ne hanno un continuo bisogno, comeoileca il cervello.

GDF15 Il segnale che comunica il livello di eritropdied fegato affinché poi venga
modulata I'espressione di epcidina &€ un’area @ircia molto attiva. Recenti studi indicano
che il fattore “Growth and Differentiation Factob”1(GDF15), secreto dai precursori
eritroidi, € in grado di inibire la produzione dpadina in maniera tale da garantire
l'aumento della disponibilita di ferro che vienacedato al midollo osseo per permettere
I'eritropoiesi, poiché questo ione e importante lpesintesi di emoglobina presente nei
globuli rossi (59,81)Inibendo la sintesi di epcidina, il GDF15 permd#spressione della
ferroportina e quest'ultima agisce sulla membragiéedterocita garantendo il trasporto del
ferro assorbito verso il circolo sanguigno; agiaoehe sui tessuti deputati allo stoccaggio
del ferro e sui macrofagi, in maniera tale da tariuscire lo ione dalle cellule e condurlo
al midollo. Il perché il GDF15 nei soggetti betdatsemici sia espresso maggiormente
rispetto ai soggetti sani e le modalita secondogleli esso regoli negativamente

I'espressione di epcidina sono tutt'ora sconoscidtéro gene candidato al ruolo di
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regolatore dell'attivita di epcidina € il fattoreascrizionale ipossia-inducibile (HIF), che
controlla 'omeostasi del ferro coordinando la dowegolazione di epcidina e la up
regolazione dell’eritropoietina e della ferropo#if47).L’ipossia potrebbe anche down-
regolare I'espressione di epcidina incrementandpraéauzione di emojuvelina solubile
(sHJV) e interferendo con il signaling delle Bonerghogenetic Proteins (BMPs) (88).
Studiando I'espressione del GDF15 durante il déifieiamento eritroide fisiologico a
partire da cellule di donatori sani, abbiamo camf#io quanto detto in letteratura, il
GDF15 aumenta i propri livelli di espressione inrgbielo con la maturazione degli
eritroblasti, da ci0 si evince che soprattutto hegltimi giorni di crescita e
differenziamento le cellule eritroidi necessitamdla presenza della citochina. Ricordiamo
infatti che il GDF15 € un membro della super famiglel Trasforming Growth Factor beta
(TGF- B) che e coinvolta in una serie di processi qualiifferenziamento cellulare, lo
sviluppo e I'apoptosi. A conferma di cio la presenmel promotore di GDF15 di siti di
legame per p53 coinvolto proprio nel ciclo cellela'apoptosi. Le stesse cellule controllo
in condizioni di deplezione di ferro (ottenuta meede I'aggiunta di deferoxamina, DFO)
mostrano un’aumentata espressione di GDF15 al finefavorire un aumento
dell’'assorbimento intestinale di ferro e quindi uequilibrio delle concentrazioni delle
ione indispensabile per la cellula. Al contrario,condizioni di ferro saturazione (ottenuta
mediante I'aggiunta di ferro ammonio citrato, FACQ)livelli di GDF15 diminuiscono
affinché si blocchi un ulteriore introito di ferppotenzialmente dannoso per la cellula.
Esiste dunque una stretta dipendenza tra I'espress la produzione della citochina e le
concentrazioni del ferro. Questi risultati sono artpnti per capire come il GDF15 in
condizioni fisiologiche intervenga effettivamentella regolazione del metabolismo del
ferro e di conseguenza come la modulazione dellecerdrazioni di ferro possano

modificarne I'espressione. Studiando invece l'esgimne del GDF15 in colture
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talassemiche intermedie (Tl) e major (TM) durante differenziamento eritroide,
confermiamo quanto visto per le cellule controbbwyero la necessita del GDF15 per la
crescita cellulare. Il GDF15 raggiunge infatti itgo di espressione sempre al 14° giorno
di coltura. Un attento confronto al giorno 14 ditewa in cellule controllo, Tl e TM,
mostra come il GDF15 sia notevolmente elevato,csime espressione molecolare sia
come secrezione della proteina, nelle cellule $petto alle cellule controllo e alle TM.
Questo porterebbe a pensare in un primo momentd €ieF15 e altamente espresso in
quadri patologici, in realta questa ipotesi nonoafermata dai livelli di GDF15 nella
talassemia major. Sia come RNA che come proteifatiinil GDF15 € meno espresso e
successivamente poco secreto. Visto che entrambdorlee di talassemia sono
caratterizzate da eritropoiesi inefficace ma sald’l pud essere presa come modello di
questa alterazione in quanto i pazienti affettiTdd trasfondono, concludiamo che la
discriminante che favorisce la considerevole presedi GDF15 nel Tl é proprio
I'eritropoiesi inefficace. Cio significa che a lile periferico i globuli rossi maturi sono
scarsi, pertanto il midollo osseo continua ad im@etarne la produzione, richiedendo
sempre piu ferro necessario per la sintesi dell,ema i proeritroblasti e gli eritrociti
maturi hanno scarse possibilita di sopravvivenzawsa dell'alterazione delle loro catene
globiniche che portano a stress cellulare, formeziali emicromi ossidanti, emolisi
midollare e ad apoptosi periferica, scatenanddtima analisi il rilascio di GDF15 (59).
Questo comporta l'inibizione della sintesi di eptadcon conseguente aumento dell'azione
della ferroportina che si rispecchia in un aumethtderro nel paziente talassemico. Le
colture di cellule Tl sia in condizioni di deplen® che di saturazione di ferro esprimono
poco GDF15 rispetto alle cellule non trattate, feigpensare sicuramente ad un ruolo del
GDF15 nell’eritropoiesi inefficace, ma anche ad soa indipendenza dalle variazioni di

concentrazioni del ferro. In aggiunta, il GDF15ngbbe addirittura contribuire a generare
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il sovraccarico marziale nella Tl, o agendo dimegate sull’epcidina o interagendo con
altri fattori quali HIF e sHJV a loro volta cointblnella regolazione negativa
dell’epcidina. Le colture TM invece rispondono afrb in modo del tutto opposto rispetto
a quello che abbiamo visto accadere in condizigiolbgiche: la ferro deplezione inibisce
il GDF15, mentre la ferro saturazione lo stimolao @otrebbe essere dovuto alle
trasfusioni a cui vengono sottoposti i TM che cagsain’azzeramento dellattivita

midollare.

FERROPORTINA FPN1A e FPN1B Un adeguato apporto di ferro & importante per

avere un'adeguata eritropoiesi, d’altra parte sofare molta attenzione che il ferro non
si accumuli negli eritroblasti durante il procesdb maturazione, causando tossicita
cellulare con conseguente apoptosi; per questovine@tinecessario che le cellule della
linea eritropoietica siano dotate di un esportatbréerro: la ferroportina (FPN1), l'unico
ad oggi conosciuto. Attualmente si pu0 affermamsistenza di due isoforme della
ferroportina, quella IRE (iron responsive elemelpendente o FPN1A e quella non — IRE
indipendente o FPN1B. Entrambe le isoforme 1A es@Bo molto espresse negli enterociti
ma l'isoforma 1B e prevalentemente espressa fiiedla eritroide, dove rappresenta oltre il
60% dei livelli di mRNA della ferroportina (70,72)a nostra attenzione e stata dunque
focalizzata sulle isoforme FPN1A e FPN1B per vakitgual € la differenza del loro
profilo di espressione in cellule controllo, TITM e capire cosa influenza la presenza di
una forma piuttosto che di un’altra. Durante ilfeliénziamento eritroide fisiologico,
I'espressione della FPN1A e alta negli stadi iiziel differenziamento eritroide (giorno
0 di coltura) e nella fase finale (giorno 14 ditach), suggerendo un ruolo funzionale a
guesti stadi. In particolare pensiamo che al 14tngi, gli eritroblasti oramai maturi e
quindi non piu bisognosi di ferro per I'eritropaiggreferiscano indirizzarlo ad altri organi

vitali come il cuore e il cervello. La down regalaize della FPN1A al giorno 7 di coltura,
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quindi a meta del differenziamento eritroide, assicla ritenzione del ferro all'interno
degli eritroblasti, i quali ne necessitano in amgiantita per garantire la produzione di
eme e, di conseguenza, per permettere l'eritropoleisnile alle cellule controllo e
I'andamento della FPN1A nelle cellule TM, con l'caidifferenza che quest’ultima rimane
bassa anche al 14° giorno di coltura probabilmgetehé gli eritroblasti TM, pur non
potendo mai arrivare alla piena maturazione, ce@rainassicurarsi una riserva di ferro
potenzialmente utile. Al contrario I'espressiondlalé&PN1A nelle cellule Tl e invece
molto alta al giorno 7 di coltura mentre si abbgssiaal 14° giorno e cio potrebbe essere
dovuto all’eritropoiesi inefficace e al ritardo delifferenziamento delle cellule TI.
L’andamento contrario contraddistingue I'espressiaella FPN1B in cellule controllo:
essa € infatti espressa solo al giorno 7 di cqltoweero durante il periodo critico quando
le cellule sono indirizzate a proliferare e diffezeare, questo perché, qualora I'organismo
fosse in condizioni di carenza di ferro, deve peteadere la repressione IRP/IRE (in gioco
nell'isoforma FPN1A) ed esportare ferro dalle delleritroidi per garantire il flusso di
ferro agli altri organi. Affinché perd cio sia pdste risulta fondamentale avere un
trasportatore che non risente dei livelli di feille cellule Tl e TM l'isoforma FPN1B e
molto espressa negli stadi precoci del differeneiaim eritroide (giorno 0 di coltura)
contribuendo probabilmente al sovraccarico di femrentrambe le forme di talassemia. La
persistente alta espressione della FPN1B in cellll@anche al 14° giorno di coltura
rispetto a quelle controllo e TM e probabilmentevdo all’attivita eritropoietica per
eccesso di eme non incorporato in globine. In @temalisi quindi, altri segnali, come lo
stato dell'attivita eritropoietica, possono superéusovraccarico di ferro nella regolazione
dell’'espressione della ferroportina. Trattare dellcontrollo con un chelante del ferro o
con del ferro non introduce significative modifichell’espressione né della isoforma 1A

né della 1B pur contenendo una sequenza respaaisigao. Le cellule TM in condizioni
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di ferro deplezione aumentano I'espressione défNTA in quanto il chelante, sottraendo
il ferro extracellulare, crea uno squilibrio deltme e la cellula esprime FPN1A affinché lo
esporti all’esterno. Le cellule Tl invece, a cotdaton DFO, diminuiscono I'espressione
della FPN1A perché il chelante va a togliere damagnte il ferro intracellulare e quindi la
cellula privata di ferro non ne ha da esportareeequesto non esprime il trasportatore.
L’aggiunta di FAC invece non induce modifiche né dellule TI, né in cellule TM.

L’isoforma FPN1B & maggiormente espressa sia iluleell che TM trattate con DFO

rispetto alle cellule non trattate, in quanto laitiuzione di ferro causata dal chelante,
potrebbe aumentare I'eritropoiesi inefficace in mddrte e maggiore nel TI ma in parte
anche nel TM nonostante le trasfuzioni e siccomdBaabbiamo visto essere legata
proprio all’eritropoiesi inefficace, questa non peobe aumentare. Questi ultimi dati
avvalorano la tesi per cui l'eritropoiesi ineffieapuo essere considerata il principale
segnale che determina le modificazioni di espressidei principali geni coinvolti nel

metabolismo del ferro come appunto la ferroporérilegia citato GDF15.

MACROFAGI La produzione di nuovi eritrociti nel midollo @ss e un processo che

richiede I'utilizzo di ferro depositato nel corpd'ativita eritroide del midollo controlla
'omeostasi del ferro. | macrofagi giocano un rudfoportante nel controllare la
biodisponibilita di ferro per I'eritropoiesi. Questellule che fagocitano i globuli rossi
senescenti, ricicliano circa 20-25 mg di ferro enpgantitd necessaria per la produzione
giornaliera di nuovi eritrociti (73). Il legame traecchi globuli rossi con la membrana dei
macrofagi porta alla formazione di vescicole fagoke che internalizzano gli eritrociti
cosi da poterli degradare. Le molecole di eme qidgds nel citosol fungono da sensore
molecolare per la trascrizione di eme ossigena€-{jl che degrada lI'eme, rilascia CO,
biliverdina e ferro ferroso (Fe Il). A questo puiiltéerro liberato pud essere storato con le

molecole di ferritina e utilizzato in un secondo mento o esportato fuori dal plasma
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tramite la ferroportina. In virtu di quest'ultimanizione abbiamo infatti osservato come in
cellule controllo non trattate I'espressione dirambe le isoforme della ferroportina
FPN1A e FPN1B e alta. Condizioni di ferro saturaei@ ferro deplezione, invece, down
regolano fortemente I'espressione di entrambedfoime, facendo ipotizzare la presenza
di un altro sistema di regolazione oltre a quelbstgrascrizionale da parte del ferro. A
livello post-trascrizionale infatti, le modificaziodel contenuto di ferro intracellulare sono
normalmente rilevate da proteine regolatrici deldelRP1 e IRP2 che, agendo da sensori
delle quantita di ferro, regolano la trascrizioredlal ferroportina attraverso il legame con
degli elementi responsivi al ferro (IREs) presewle regioni non codificanti del’'mRNA
di questo geneln questo caso invece, non avendo trovato unatastoetrrelazione tra
concentrazioni di ferro e ferroportina, ipotizziamioe la gestione del ferro nei macrofagi
possa dipendere da un'altra regolazione. Ad avaaaguesta ipotesi c’é la teoria di alcuni
ricercatori per cui esisterebbe un’ulteriore regaae, che tra I'altro sembra valere anche
per la ferroportina espressa nelle cellule eritramgvero una regolazione trascrizionale da
parte dell'eme. Infatti il processo di eritrofagosi attraverso il pathway mediato dall'eme,
induce la sintesi di FPN, HO-1 e ferritina. In caohi di abbondante eme, questo lega il
repressore trascrizionale Bachl che normalmentaadam eterodimero con una proteina
chiamata MafK. Quest'ultima non complessata a B cosi legare un elemento di
reclutamento Maf (Maf Recognition Element MARE) gepte su alcuni geni target
inducendone la trascrizione (75). L'eme, in form&mdina o0 come emoglobina, attiva in
particolare la sintesi di FPN in modo ferro-indigente (76). In cellule TI e TM la
ferroportina non é espressa e cio potrebbe essergalal fatto che i macrofagi Tl e TM
risentendo del sovraccarico extracellulare di feerimono I'espressione di FPN affinché
non venga esportato ulteriore ferro potenzialmetdssico. Per quanto riguarda

I'espressione del GDF15 nei macrofagi controlloiairto visto come I'andamento € lo
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stesso di quello osservato nelle CD3®ndizioni di ferro deplezione ne incrementano sia
I'espressione che la secrezione, mentre condiziorierro saturazione diminuiscono la
presenza sia come RNA che come proteina del GDRfditi aumentati livelli di GDF15
causano un aumento dell'efflusso di ferro dai nfagipcontribuendo cosi ad incrementare
la saturazione della transferrina e a rendere quiisgponibile ferro nei tessuti. Diminuiti
livelli di GDF15 invece, incrementano l'attivitaldeacrofagi e contribuiscono a trattenere
ferro nei macrofagi per limitare un ulteriore acauondi ferro potenzialmente dannoso per
i tessuti. | macrofagi Tl si comportano nello stessodo dei macrofagi controllo ma in
modo diverso rispetto alle CD34 TI: se infatti inegt'ultime la presenza di GDF15 era
indipendente alle concentrazioni di ferro e prolmaénte cio era dovuto all'eritropoiesi
inefficace, nei macrofagi la regolazione del GDFELHiuovamente affidata ai livelli di
ferro, aumentando in condizioni di fero depleziaeliminuendo in condizioni di ferro
saturazione. Dunque nel Tl sembrano esistere duersilisistemi di regolazione del
GDF15 a seconda del tipo di cellula coinvolta: ftifmelle CD34 mutate esiste una
regolazione insensibile alle variazioni di ferro iavece fortemente influenzata
dall'eritropoiesi inefficace mentre nei macrofaghnmmutati esiste una regolazione ferro-
dipendente, proprio come nei controlli sani. | nodé&gi TM trattati con ferro e chelante
rispondono in modo simile ai non trattati, quasisiero spenti. Cio potrebbe essere dovuto
alle trasfusioni a cui vengono sottoposti i TM ateisano un’azzeramento dell’attivita

midollare.

CONCLUSIONE Sebbene nel corso degli ultimi anni le conoscenma i meccanismi

molecolari che regolano il metabolismo del feransi notevolmente migliorate attraverso
la comprensione delle basi genetiche dell’emocrosiag la scoperta dell’epcidina, ad
0ggi non sono ancora chiari i meccanismi di regolez del metabolismo del ferro in

condizioni sia fisiologiche che patologiche. Il getto di dottorato ha avuto I'obiettivo di
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ampliare le conoscenze in merito al GDF15, allaofsrrtina e alle sue isoforme,
ricercando potenziali regolatori e cause delle laiterazioni. Abbiamo inoltre cercato di
comprendere le diverse connessioni cliniche e notdeicche differenziano una talassemia
major da una intermedia e a loro volta da un noemiadirizzandoci anche verso altri
importanti tipi cellulari coinvolti nel metabolismdel ferro. Chiarire ulteriormente i
meccanismi di regolazione dellomeostasi del fgotrebbe avere importanti implicazioni
per lo sviluppo di nuove strategie terapeuticheatasulla manipolazione della sintesi di
epcidina per la cura di condizioni cliniche sia gicthe che acquisite caratterizzate da

alterato metabolismo del ferro.
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