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RIASSUNTO

N

Itch ¢ una E3 ubiquitina ligasi appartenente alla famiglia HECT,
mancante nei topi non-agouti-lethal 18H, anche conosciuti come topi Iltchy
(Itch™), i quali manifestano gravi difetti immunitari e infiammatori e un
prurito persistente. Infatti, molti dei suoi substrati sono importanti fattori che
regolano la risposta immunitaria e la morte cellulare. Alcuni substrati di Itch
sono inoltre fattori di trascrizione coinvolti nello sviluppo epidermico, come
p63, cJun, JunB e Notchl. Lo scopo di questo studio ¢ di analizzare il
fenotipo epidermico dei topi Itch™, sia in condizioni normali sia in seguito a
stress fisiologici (irradiazione UV e riparo della ferita).

I risultati ottenuti mostrano che 1’attivita di Itch € importante durante la
morfogenesi epidermica, infatti, i topi nascono con un’epidermide piu
spessa, a causa dell’aumento della proliferazione dei cheratinociti dello
strato basale. Inoltre, il differenziamento epidermico ¢ ritardato nei topi Itch’
" appena nati, nonostante la formazione della barriera epidermica rimanga
inalterata. Infine, nei topi Itch” il processo di riparo della ferita & pil
accelerato, probabilmente a causa dell’aumento della proliferazione dei
cheratinociti.

Per tanto i risultati ottenuti suggeriscono che la E3 ubiquitina ligasi Itch
ha un ruolo nel controllo di due processi fisiologici: (i) la proliferazione
epidermica durante lo sviluppo della cute; (ii) la chiusura della ferita
nell’epidermide degli adulti.






ABSTRACT

The HECT-type E3 ubiquitin ligase Itch is absent in the non-agoti-lethal
18H or Itchy mice (Itch™), which develop severe immune and inflammatory
defects and manifest persistent scratching of the skin. Indeed, among its
substrates there are some important in immune response and cell death. A
number of Itch targets are also transcriptional factors involved in epidermal
formation, such as p63, cJun, JunB, Notchl. The aim of this study is to
analyze the epidermal phenotype of Itch” mice in normal conditions and
under physiological stress (UV irradiation and wound healing).

The results obtained show that Itch activity is important during epidermal
morphogenesis, indeed mice are born with a thicker epidermis due to an
increase of the proliferation rate of the basal layer keratinocytes. In parallel,
skin differentiation is delayed in Itch” newborn mice, although the formation
of the skin barrier remains normal. Interestingly, we have evaluated that Itch’
" mice have an accelerated wound healing process, probably due to an
increase in keratinocyte proliferation.

All together the results obtained suggest that the E3 ubiquitin ligase Itch
has a role in controlling two physiological processes: (i) epidermal
proliferation during skin development; (ii) wound closure in adult epidermis.

VIl






PAROLE CHIAVE

Differenziamento epidermico, proliferazione, ubiquitilazione, Itch, topi
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INTRODUZIONE






Il differenziamento epidermico

L’epidermide ¢ un epitelio pluristratificato che si trova saldamente
ancorato al derma, attraverso la membrana basale. Il tessuto epidermico ¢
costituito per lo pit da cellule epiteliali di origine ectodermica, i
cheratinociti, disposte in strati sovrapposti, in cui si trovano sparse cellule di
diversa origine embrionale (melanociti, cellule di Langerhans, cellule di
Merkel) migrate nell’epidermide durante le prime fasi dello sviluppo e in
periodi successivi alla nascita. L’epidermide ¢ costituita da quattro strati
cellulari (Fig. 1), che rappresentano i quattro principali stadi differenziativi
del cheratinocita: lo strato basale, posto sopra la membrana basale, lo strato
spinoso, lo strato granuloso e, in superficie, lo strato corneo. Lo strato basale
rappresenta il compartimento proliferativo del tessuto ed ¢ costituito da un
monostrato di cheratinociti cuboidali fissati alla membrana basale attraverso
emidesmosomi e giunzioni aderenti. I cheratinociti basali, caratterizzati da
un’intensa attivita mitotica, presentano un grosso nucleo ovale che occupa la
maggior parte della cellula e un citoplasma in cui sono dispersi
tonofilamenti, melanosomi e numerosi ribosomi liberi, caratteristici di
un’intensa attivita metabolica. Tra i cheratinociti dello strato basale si
distinguono le cellule staminali, che mantengono un’elevata capacita
proliferativa lungo tutta la vita adulta, e le cellule che dopo un certo numero
di divisioni vanno incontro a differenziamento epidermico terminale (Jones
et al., 1993). Lo strato spinoso ¢ costituito da diversi strati cellulari che
possono variare da 5 a 10 a seconda delle regioni corporee e rappresenta il
settore maturativo dell’epidermide (Saurat et al., 1991). I cheratinociti
appaiono di forma poliedrica e connessi fra loro da numerose interdigitazioni
desmosomiali della membrana plasmatica che conferiscono alle cellule il
loro tipico aspetto spinoso. Lo strato granuloso costituisce il settore
differenziativo  pre-terminale, caratterizzato morfologicamente dalla
presenza di grossi granuli irregolari detti di cheratoialina, dai corpi lamellari
e granuli di Odland e da alterazioni involutive a carico dei nuclei. Questo
strato, di spessore variabile, segna la transizione tra la porzione piu interna
dell’epidermide, costituita da cellule vive metabolicamente attive, e quella
piu esterna, costituita da cellule morte. Nella porzione superiore di questo
strato inizia la formazione dell’involucro corneo cellulare, che rappresenta il
marcatore tipico del cheratinocita maturo. Lo strato corneo rappresenta il
compartimento differenziativo terminale dell’epidermide (Plewig &
Marples, 1970) ed & costituito da 15-20 strati di cheratinociti terminalmente
differenziati chiamati corneociti o squame cornee. I corneociti si presentano



come cellule morte anucleate, strettamente cementate le une alle altre da una
matrice extracellulare lipidica, con scarsi residui di organelli citoplasmatici,
e un involucro cellulare notevolmente ispessito. Gli spazi intercorneocitari,
che costituiscono il 10% dello strato corneo (Saurat et al., 1991), sono
riempiti da lipidi esocitati dai cheratinociti. Il processo di cheratinizzazione
descritto si svolge in maniera continua con una durata media di circa un
mese (in condizioni non patologiche), e assicura il ricambio dei cheratinociti
persi con la desquamazione (Fuchs E., 1990). I cambiamenti morfologici
descritti sono determinati da modificazioni biochimiche che riflettono un
programma di attivazione e inibizione sequenziale e/o sincronizzata di
prodotti genici specifici (Fig. 1).

L’involucro corneo

L’involucro corneo ¢ costituito per il 90% da proteine e per il 10% da
lipidi (Swartzendruber et al., 1989). Alcuni di questi lipidi sono legati
covalentemente alle proteine dell’involucro corneo, e formano lamelle
lipidiche intercellulari che contribuiscono a svolgere la funzione di barriera
protettiva dell’epidermide. Un modello strutturale dell’involucro corneo
prevede un insieme di proteine legate covalentemente da legami isopeptidici
(inter-proteina) e da ponti disolfuro. Le modifiche che si verificano nel
cheratinocita durante il processo di maturazione terminale sono quindi
dovute a variazioni dell’attivita di enzimi specifici, quali le transglutaminasi,
le protein-chinasi, le fosfatasi e le sulfidril-ossidasi, e all’espressione di
proteine strutturali (K1 e K10), di proteine della matrice interfilamentosa
(filaggrina) e di proteine dell’involucro corneo (involucrina, loricrina, SPR e
altre) (Fig. 1).

Le transglutaminasi

Le transglutaminasi (TG) sono una classe di enzimi specifici che svolge
un ruolo essenziale nella formazione dei legami covalenti che costituiscono
I’'involucro corneo (Lorand & Graham, 2003). Infatti, la resistenza e
I’insolubilita della cute, sono in gran parte dovute alla formazione di questi
legami. Inoltre, le TG hanno la funzione di formare un ponte tra il
citoscheletro e 1’involucro corneo. Infatti, catalizzano la formazione di



Loricrin, profilaggrin, tricholhvwyalin,

Cornified involucrin, SPRs, S100A proteins

Upper granutar TG3, keratin-1, -2e, -9, -10,

Granular desmoglein-1, desmocolin-1

TG1, TGS,
desmoglein-2, -3, -4

Spinous

Basal Keratin-5, -14, TG2, BPAG1

Basal lamina BPAG2/collagen-17
agfl, integrin, laminin-5

Fiaggrin Keratin

Figura 1. 11 differenziamento epidermico. L’epidermide comprende quattro strati:
basale, spinoso, granulare e corneo. Durante il differenziamento epidermico il cheratinocita
subisce 1’attivazione o ’inibizione di geni specifici di ogni strato differenziativo. L’involucro
corneo ¢ formato da una fitta rete di proteine strettamente addossate fra loro e tenute insieme
per mezzo della formazione di legami isopeptidici crociati. Nell’involucro corneo
predominano le proteine loricrina e SPR. (Candi et al., 2005)



legami covalenti isopeptidici tra il gruppo amminico laterale dei residui di
lisina delle cheratine e i gruppi laterali dei residui di glutammina delle
proteine dell’involucro corneo (legami e-(y-glutamil)lisina). Il risultato di
tale processo ¢ la notevole stabilita della rete dei filamenti intermedi
cheratine/filaggrina e, quindi dell’involucro corneo. Le TG coinvolte nella
formazione dell’involucro corneo sono la TG1,1a TG3 e la TGS.

I filamenti intermedi di cheratina

I filamenti intermedi di cheratina (Keratin Intermediate Filaments, KIF),
sono polimeri proteici che contribuiscono, insieme con i microtubuli e i
microfilamenti, alla formazione dell’apparato citoscheletrico dei
cheratinociti. Hanno un diametro di circa 10-15 nm e formano una struttura
reticolare complessa che circonda il nucleo e si estende attraverso il
citoplasma verso la periferia, mettendosi in relazione con le giunzioni di
ancoraggio della cellula (Steinert et al., 1995). Attualmente si conoscono
circa 30 cheratine che formano i KIF, codificate da geni distinti e classificate
in base al grado di omologia in due tipi principali: le cheratine di tipo I, o
cheratine acide (4.5<pl<5.5), comprendono undici cheratine espresse negli
epiteli (K9-K20) e cinque nei capelli e nelle unghie (Hal-Ha4, Hax); le
cheratine di tipo II, o cheratine neutro-basiche (6.5<pI<8), comprendono otto
cheratine epiteliali (K1-K8) e cinque nei capelli e nelle unghie (Hb1-Hb4,
Hbx). Per formare i KIF, le cheratine si assemblano prima in eterodimeri
obbligati tipo I e II, successivamente in coppie, tetrameri e multipli
successivi, fino a formare i tipici filamenti del diametro di 10-15 nm.

A livello strutturale le cheratine presentano un dominio centrale a
bacchetta (rod domain) di circa 310 aminoacidi, prevalentemente in o-elica,
fiancheggiato da domini terminali altamente variabili in sequenza e struttura
che determinano la capacita dei filamenti di associarsi tra loro e con altri
componenti della cellula, determinando le proprieta funzionali di ciascuna
cheratina. Infatti, alcune cheratine sono specializzate per formare lo strato
protettivo esterno della cute, mentre altre rinforzano in modo specifico gli
epiteli che subiscono cambiamenti di forma durante la morfogenesi.

Le cheratine sono espresse in maniera tessuto-specifica e
differenziamento-specifica in tutti gli epiteli. L’espressione dei geni che
codificano per le catene di tipo I e II ¢ regolata in modo tale che in una
cellula vengano prodotte solo una o poche coppie di determinate cheratine. Il
numero e il tipo di queste coppie dipendono dalla posizione della cellula



nell’organo e dal suo particolare stadio di differenziamento. L’analisi della
composizione dei filamenti intermedi ha evidenziato la presenza di quantita
equimolari delle due cheratine costituenti il dimero fondamentale dei KIF.
La cellula stabilisce questo equilibrio mediante un meccanismo a feedback
negativo, che prevede che ciascun elemento della coppia stabilizzi il
messaggero dell’altro e ogni eccesso sia invece rapidamente degradato. La
presenza di una cheratina non induce tuttavia 1’espressione della
complementare. La quantita di cheratine, presenti nei diversi strati
dell’epidermide, aumenta procedendo dall’interno verso l’esterno; nello
strato basale esse costituiscono il 30% delle proteine totali e, dopo essersi
associate ai granuli di cheratoialina nello strato granuloso, arrivano a
costituire 1’85% in quello corneo.

I filamenti intermedi citoplasmatici si associano sia alla membrana
nucleare sia a quella plasmatica. L’involucro nucleare si comporta da centro
di nucleazione per ’assemblaggio dei filamenti intermedi. Le modalita di
associazione dei filamenti intermedi alla membrana cellulare variano a
seconda del tipo cellulare. Le cellule degli epiteli stratificati presentano sulla
membrana due tipi di placche specializzate per 1’interazione con i filamenti
cheratinici: i desmosomi, che consentono alle cellule di aderire le une alle
altre e gli emidesmosomi, che ancorano la cellula alla membrana basale. Un
elemento importante di queste strutture, in grado di mediare il legame tra i
KIF e la placca desmosomiale, ¢ la desmoplachina. La plectina ¢ un’altra
proteina della famiglia delle desmoplachine, localizzata a livello
citoscheletrico, ma anche nei desmosomi e negli emidesmosomi.

Proteine dell’involucro corneo

Involucrina: L’involucrina ¢ una proteina che normalmente partecipa
all’assemblaggio dell'involucro corneo (Rice et al., 1977), anche se pud
essere espressa in altri tipi cellulari di origine non epiteliale. I residui
aminoacidici pitl abbondanti nella proteina umana sono glicina e aspartato.
Analogamente ad altre proteine precursori dell'involucro corneo,
I’involucrina & costituita da sequenze aminoacidiche ripetute, che hanno
subito arrangiamenti notevoli durante I’evoluzione (Eckert & Green, 1986).
La struttura secondaria dell’involucrina & costituita principalmente da a-
elica (Yaffe et al., 1992). L’involucrina e una delle prime proteine utilizzate
dalle TG (TG1) durante I’assemblaggio dell'involucro corneo, creando

un'impalcatura alla quale poi si uniscono altre proteine per formare



l'involucro corneo maturo (Simon et al., 1994). L’involucrina si trova in
prossimita della membrana plasmatica cellulare. Poiché la membrana basale
viene eliminata durante il differenziamento epidermico, I’involucrina
potrebbe essere la proteina alla quale i lipidi che si trovano nello spazio
extra-cellulare, soprattutto le ceramidi, si legano covalentemente per formare
la superficie esterna lipidica dell'involucro corneo (Nemes et al., 1999a).

Loricrina: La loricrina ¢ la proteina pit abbondante dell’involucro
corneo, rappresentando circa il 70-85% della massa proteica dello strato
corneo. La loricrina ¢ espressa tardivamente durante il differenziamento
epidermico e sembra quindi avere la funzione di rafforzare 1’involucro
corneo nella sua porzione citoplasmatica. Studi strutturali di simulazione
predicono che la proteina abbia una struttura non organizzata con diversi
domini discreti: tre domini ricchi in glicina, serina e cisteina separati da
brevi regioni aminoacidiche ricche in glutammina e domini N- e C-terminali
ricchi in glutammina e lisina (Mehrel et al., 1990; Hohl et al., 1991) (Fig. 2).
I residui di glicina sono separati da residui aromatici o da residui a lunga
catena alifatica; tali residui possono associarsi attraverso interazioni
idrofobiche, generando cosi la formazione di “omega loop”. Le proteine SPR
sembrano funzionare da proteine di collegamento tra le molecole di loricrina.
Probabilmente la loricrina e le SPR si depositano su un’impalcatura
preesistente di proteine che costituiscono 1’involucro corneo immaturo. Tali
proteine sono [D’elafina, la cistatina A, Dinvolucrina, varie proteine
desmosomiali e proteine leganti il calcio. Oltre ai peptidi loricrina-SPR-
loricrina, sono stati identificati anche peptidi del tipo loricrina-cheratine e
loricrina-filaggrina.

La loricrina ¢ substrato delle TG ed ¢ utilizzata da esse in modo
sequenziale durante I’assemblaggio dell’involucro corneo: la TG1 e la TGS
utilizzano la loricrina per formare oligomeri di loricrina, attraverso la
formazione di legami crociati intercatena; la TG3 di seguito aggiunge
ulteriori legami, principalmente intra-catena, per compattare e rinforzare la
struttura proteica che si ¢ formata.

Nell’epidermide umana la loricrina neo-sintetizzata si accumula nei
granuli di cheratoialina insieme alla profillagrina. Nei roditori invece,
esistono dei granuli distinti per le due proteine, i granuli L (loricrina) e i
granuli F (profilaggrina).Si pensa che la fosforilazione possa essere un
evento cruciale nella regolazione dell’accumulo della loricrina neo-
sintetizzata in questi granuli.



SPR: Le proteine SPR (Small Prolin Rich) sono una famiglia di proteine
(6-18 kDa) con sequenza aminoacidica simile, ricche in prolina (Fig. 2). Si
suddividono in tre sottogruppi: SPR1 (2 proteine), SPR2 (10 proteine) e
SPR3 (1 proteina). Le SPR hanno la stessa organizzazione strutturale: un
dominio di testa (N-terminale) e di coda (C-terminale) in cui sono
abbondanti i residui di glutammina e lisina, e un dominio centrale costituito
da unita variabili (2-10) di sequenze peptidiche ripetute ricche in prolina che
formano ripiegamenti 3 (Steinert et al., 1999). In vitro le SPR sono substrato
delle TG che utilizzano i residui di glutammina e lisina che si trovano nei
domini N- e C-terminali. Il contributo delle SPR all’assemblaggio e alla
funzione dell'involucro corneo potrebbe essere simile a quello descritto per
la loricrina. Infatti, la disorganizzazione strutturale delle SPR potrebbe
contribuire a conferire elasticita all'involucro corneo mentre i legami
catalizzati dalle transglutaminasi contribuiscono a determinare la resistenza
meccanica.

Il contenuto relativo di loricrina ed SPR nell’epidermide puo essere
diverso nelle diverse aree del corpo dell’organismo e puo dipendere dallo
spessore dell’epidermide. Infatti, il rapporto SPR:loricrina pud variare da
<1:100 nell’epidermide sottile del tronco a 1:10 nell’epidermide del labbro,
del palmo della mano e della pianta dei piedi, a >1:3 in quella dello stomaco
anteriore dei roditori (Steinert et al., 1998). Questa variazione ¢ alla base
delle diverse proprieta di elasticita e resistenza meccanica dei diversi organi
(Fig. 2).

Profilaggrina: La profilaggrina si trova inizialmente fosforilata e
accumulata nei granuli di cheratoialina. Durante il processo di
cheratinizzazione dell'epitelio la profilaggrina viene defosforilata, processata
proteoliticamente e come filaggrina monomerica viene utilizzata dalle TG
per prendere parte all'involucro corneo (Resing et al., 1985; Resing et al.,
1993). L'organizzazione strutturale della filaggrina consiste in una serie di
sequenze tandem ripetute cariche positivamente, essendo ricche di arginina e
istidina, separate da peptidi di collegamento (Gan et al., 1990). E stato
ipotizzato che queste regioni possano interagire con i residui carichi
negativamente dei filamenti di cheratina (Mack et al., 1993). Inoltre i primi
80 residui aminoacidici della filaggrina contengono due domini leganti il
calcio tipici delle proteasi e di altre proteine leganti il calcio (Markova et al.,
1993). La struttura secondaria ¢ conservata ed ¢ formata da porzioni ripetute
di tetrapeptidi che assumono una configurazione di ripiegamento 3 (Mack et
al., 1993). Come ci si aspetterebbe da una proteina che funziona da



N

"collante" per i filamenti intermedi di cheratina, la filaggrina non & una
proteina strutturalmente organizzata. In vitro la filaggrina ha la proprieta
unica di aggregare i filamenti intermedi di cheratina a formare delle fascicole
di filamenti molto salde tra loro, in cui le molecole di cheratina sono
associate in modo estremamente ordinato (Steinert et al., 1981). L’effetto
dell'azione della filaggrina determinerebbe il collasso del citoscheletro del
cheratinocita che da ellissoidale assume una forma piatta con i fasci di
filamenti di cheratina paralleli alla superficie esterna dell'epidermide.
Nell’involucro corneo, la filaggrina viene degradata interamente a livello di
singoli aminoacidi, questo determinerebbe un accumulo di aminoacidi
idrofobici nella cellula essenziale per la ritenzione idrica che contribuisce
alla flessibilita dell'involucro corneo.

Tricoialina: La tricoialina (THH), ¢ la proteina principale dei granuli di
tricoialina, presenti nello strato granuloso dell’epidermide e di altri tessuti
specializzati quali il palato duro e le rilevanze filiformi della lingua.
Nonostante la presenza di numerosissimi residui carichi elettricamente, la
THH ha una scarsissima solubilita in acqua ed ¢ formata da una serie di
sequenze peptidiche ripetute di 23-25 aminoacidi ricche in glutammina e
lisina che funzionano come substrato per le TG. La THH forma una singola
catena in a-elica, e contiene un domino di legame del calcio all’N-terminale
(O’Keele et al., 1993; Misckhie et al., 1996).

La THH ha tre funzioni: (1) ¢ una proteina della matrice interfilamentosa
substrato delle TG; (2) svolge un ruolo di rinforzo dell’involucro corneo; in
questo caso viene legata a numerose proteine incluse involucrina e SPR; (3)
coordina i legami tra i filamenti intermedi e I’involucro corneo. Quindi la
THH ¢ essenziale per la resistenza meccanica dell’involucro corneo e per il
coordinamento della rete dei filamenti intermedi.

L'adesione cellulare nell'epidermide
La lamina basale separa I’epidermide dal derma ed ¢ composta

essenzialmente da materiale extracellulare. Le cellule che compongono lo
strato basale dell’epidermide aderiscono alla membrana basale attraverso
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Figura 2. Struttura delle principali proteine dell’involucro corneo. (a) La loricrina ha
tre €2 loop, domini non strutturati, altamente mobili, formati da residui di glicina (G), cisteina
(C) e serina (S). Le frecce indicano i principali siti di legame crociato usati dalle
transglutaminasi (TG) (glutammina (G) e lisina (K)). (b) Le proteine SPR (Small Proline
Rich) hanno tre domini: uno N-terminale, uno centrale (8-16 ripetizioni di 8 residui) e uno C-
terminale. Il dominio centrale non ha una struttura ordinata ed ¢ altamente flessibile. Le frecce
indicano i siti di legame crociato usati dalle TG. (c-d) Le strutture di loricrina ¢ SPR sono
dette “spring-like”: i domini N e C-terminale danno resistenza meccanica, contenendo i
principali siti di cross-linking usati dalle TG, mentre il dominio centrale flessibile &
responsabile delle proprieta elastiche della cute. (Candi et al., 2005)



delle strutture precise, gli emidesmosomi, costituiti tra 1’altro da integrine.
Nell’epidermide, due tipi di giunzioni sono responsabili dell’adesione
cellulare: le giunzioni aderenti (che collegano il citoscheletro di actina di
cellule adiacenti) e i desmosomi (che collegano il citoscheletro di cheratina
di cellule adiacenti) (Watt et al., 2002). Alcune proteine che fanno parte di
questi complessi di adesione sono espresse in modo specifico durante il
processo di cheratinizzazione, come la desmogleina-1, la desmocollina-1,
I’envoplachina, la periplachina, la placofilina-1 e la corneodesmosina.
Modifiche drastiche nella morfologia dei desmosomi avvengono durante la
transizione tra lo strato granulare e lo strato corneo. Queste modifiche
strutturali consistono nell'integrazione della porzione citoplasmatica del
desmosoma nell'involucro corneo, accompagnata dalla formazione di una
placca omogenea elettrondensa nella componente extracellulare. La coesione
dei corneociti nello strato corneo, dipende proprio da questi cambiamenti nei
desmosomi, che a questo punto prendono il nome di corneodesmosomi
(Serre et al., 1991; Simon et al., 2001).

I due principali componenti dei corneodesmosomi sono la desmogleina-1
e la desmocollina-1, due glicoproteine appartenenti alla famiglia delle
caderine. Un altro componente dei coneodesmosomi ¢ la corneodesmosina,
localizzata all'interno dei compartimenti extracellulari. La corneodesmosina
¢ espressa nello strato spinoso e granuloso dell'epidermide. E' una proteina
ricca in glicina e serina e sembra che, come per la loricrina e le cheratine,
queste sequenze possano assumere una conformazione di omega-loop. Tali
regioni sarebbero importanti per interagire con regioni di simile sequenza
poste sulle cellule adiacenti.

Ruolo delle proteasi nel differenziamento epidermico

La cheratinizzazione richiede I’attivazione di molte proteasi epidermiche,
le quali intervengono in almeno tre processi durante il differenziamento
epidermico: (1) attivazione proteolitica di proteine ed enzimi importanti per
I’assemblaggio dell’involucro corneo; (2) perdita del nucleo e dei
mitocondri; (3) degradazione dei corneodesmosomi.

Alcune TG, tra cui la TG1, prima di poter procedere all’assemblaggio
dell’involucro corneo, devono essere attivate proteoliticamente. Nel caso
della TG1, questa attivazione avviene probabilmente attraverso 1’azione
della m-calpaina, della catepsina D o della furina (Kim & Bae, 1998; Egberts
et al., 2004). In modo analogo la filaggrina ¢ substrato di molte proteasi, tra

10



cui PEP1, calpaina, furina e le proteasi a serina matriptasi. Esistono almeno
tre classi di proteasi intracellulari: le proteasi lisosomiali, le calpaine e le
caspasi, e varie proteasi extracellulari.

Le proteasi lisosomiali: 1 lisosomi contengono un numero elevato di
idrolasi. Non & noto come vengano attivati gli enzimi lisosomiali durante il
differenziamento epidermico, cosi come non ¢ noto il meccanismo con il
quale vengono degradati gli organelli nelle fasi terminali di formazione
dell’involucro corneo.

Le calpaine: L’aumento di calcio durante il differenziamento epidermico,
sia inter- sia intra-cellulare, regola I’attivita di queste proteasi calcio-
dipendenti. La u-calpaina (I) e la m-calpaina (II), che richiedono per la loro
attivazione concentrazioni micromolare e millimolare di calcio,
rispettivamente, sono presenti negli strati soprabasali dell’epidermide.
Inibitori sintetici della u-calpaina (I) inibiscono il processamento della TG1
e della profillaggrina (Miyachi et al., 1986; Kim & Bae, 1998).

Altre serin-proteasi calcio-dipendenti sono quelle appartenenti alla
famiglia delle subtilisina protein-convertasi (SPC), che sono coinvolte nelle
vie di secrezione. Quattro membri di questa famiglia sono espressi
nell’epidermide. Tra questi ¢ presente la furina (SPC1) che viene attivata
negli ultimi stadi del differenziamento epidermico. La furina, in vitro,
rimuove la parte N-terminale della profilaggrina.

Le caspasi: La caspasi-14 ¢ espressa negli strati soprabasali
dell’epidermide. L’enzima non ¢ coinvolto nell’apoptosi, come la maggior
parte degli altri membri della famiglia, ma ¢ importante nella transizione
dallo strato granulare allo strato corneo durante il differenziamento (Lippens
et al., 2000; Denecker et al., 2007).

Le proteasi extracellulari: La corneodesmosina, la desmogleina-1 e la
desmocollina-1 sono proteine adesive della parte extracellulare dei
corneodesmosomi. La degradazione di queste proteine ¢ necessaria per il
processo di desquamazione. Due proteasi a serina della famiglia della
callicreina sono gli enzimi responsabili di questa degradazione: 1’enzima
chimotriptico dello strato corneo (SCCE) e I’enzima triptico dello strato
corneo (SCTE) (Caubet et al., 2004). Questi enzimi agiscono digerendo le

regioni ricche in glicina delle proteine dei corneodesmosomi (Ekholm et al.,
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2000). Altre proteasi identificate nell’involucro corneo sono la catepsina D e
la tiolproteasi dello strato corneo (SCTP) o catepsina L2.

La componente lipidica dell'involucro corneo

La componente piu esterna dell'involucro corneo & costituita dai lipidi. I
lipidi sintetizzati dall'epidermide svolgono la funzione di barriera e limitano
la perdita di liquidi. La maggior parte dei lipidi ¢ costituita dalle ceramidi,
dal colesterolo, dagli acidi grassi, e dagli esteri del colesterolo che formano
lamelle tra i corneociti dello strato corneo dell'epidermide. Questi lipidi sono
sintetizzati dai cheratinociti e vengono accumulati in granuli detti granuli
lamellari o corpi di Odland, che nella parte superione dello strato granuloso
si fondono con la membrana plasmatica e riversano il loro contenuto nello
spazio extracellulare (Bouwstra et al., 2003; Madison et al., 2003). Dopo
I’estrusione dei lipidi nell’ambiente extracellulare, avvengono numerose
modifiche a opera di un gruppo di idrolasi acide che si trovano anch’esse
nello spazio extracellulare (Freinkel et al., 1985; Grayson et al., 1985;
Menon et al., 1992). Tra gli enzimi coinvolti nella trasformazione dei lipidi
extracellulari, troviamo: la B-glucocerebroside, la sfingomielinasi acida e la
fosfolipasi A2 (Holleran et al., 1994; Jensen et al., 1999; Schumuth et al.,
2000). Studi eseguiti al microscopio elettronico hanno dimostrato che i lipidi
sono organizzati in membrane impilate le une sulle altre che riempiono lo
spazio extracellulare (Elias et al., 1975), mentre esperimenti di biofisica
hanno evidenziato che nelle lamelle extracellulari i lipidi possono presentarsi
in fase di gel o in fase liquida (Forslind et al., 1994).

Un aspetto importante e non completamente risolto riguarda il
meccanismo molecolare attraverso il quale i lipidi delle lamelle
interagiscono con le proteine dell'involucro corneo. Le idrossiceramidi a
catena lunga, che sono presenti sulla superficie extracellulare dell'involucro
corneo, potrebbero essere legati covalentemente attraverso legami estere alla
superficie esterna dell'involucro corneo (Goldstein et al., 2003). A conferma
di tale ipotesi, la TG1 puo catalizzare la reazione di esterificazione di una
idrossiceramide a catena lunga con alcuni residui aminoacidici
dell'involucrina (Nemes et al., 1999b; Kalinin et al., 2002) .

12



Modelli animali con difetti nella formazione dell’involucro corneo
Proliferazione e differenziamento dei cheratinociti

Topi knockout per p63 (p63”7): p63 ¢& un fattore di trascrizione
appartenente alla famiglia di p53. p63 ¢ espresso in due isoforme principali,
trascritte da due diversi promotori. La differenza risiede nella porzione N-
terminale: I’isoforma TAp63 contiene il dominio di transattivazione (TA),
mentre 1’isoforma ANp63 ne & priva. ANp63 agisce come dominante
negativo e inibisce la transattivazione da parte delle isoforme TAp63 e di
p53 (Yang et al., 1998). Inoltre, ognuna delle due isoforme ¢ espressa in tre
differenti varianti di splicing (o, (3, y) che differiscono tra di loro solo per
quello che riguarda la porzione C-terminale della proteina. L’isoforma o
(completa) contiene un dominio per I’interazione tra le proteine, denominato
SAM (Sterile Alpha Motif), tipico dei processi di sviluppo, che media il
legame con altre proteine (Thanos & Bowie, 1999).

Lo sviluppo di modelli animali p63™ & stato importante per determinare
la funzione di questa proteina. Questi animali hanno degli evidenti difetti
nello sviluppo, che comprendono una pressoché completa assenza di epiteli
squamosi pluristratificati, tra cui la cute, e dei loro annessi, inclusi ghiandole
salivari, mammarie e lacrimali. A causa della mancanza di una barriera
epidermica, questi animali muoiono a poche ore dalla nascita per
disidratazione (Yang et al., 1999; Mills et al., 1999). Inoltre, altri difetti
tipici dei topi p63”, sono l'assenza di arti e difetti dello sviluppo
craniofacciale, come palatoschisi e assenza di denti. Il mancato sviluppo
degli arti & correlato alla incapacita degli embrioni knockout di sviluppare
e/o differenziare correttamente la cresta apicale ectodermica, la regione
distale di ciascun arto contenente le cellule staminali, responsabili
dell’accrescimento dell’organo (Yang et al., 1999; Mills et al., 1999). Tutto
cio ¢ in accordo con I’identificazione di malattie genetiche umane causate da
mutazioni di p63.

Sebbene i geni regolati a valle da p63 e i meccanismi molecolari che li
regolano non siano stati ancora identificati, appare tuttavia evidente che p63
regoli il compartimento delle cellule staminali epiteliali e le prime fasi
differenziative, molto prima dello sviluppo dell’involucro corneo (Fig. 3).
Numerosi sono i putativi geni target di p63 identificati (Vigano et al., 2006),
ma solo per pochi di questi ¢ stato dimostrato il loro coinvolgimento nello
sviluppo epidermico in vivo.

In cheratinociti proliferanti p63 reprime p21 e 14-3-30, due geni richiesti

13



per il differenziamento terminale dei cheratinociti.Quindi, la ridotta capacita
proliferativa dei topi p63” pud essere causata dall’aumentata espressione di
p21 (Westfall et al., 2003). Un altro pathway che gioca un ruolo cruciale
nello sviluppo epidermico ¢ mediato da Notchl. Tra p63 e Notchl esiste un
cross-talk: il segnale di Notchl ¢ in grado di sopprimere 1’espressione di
p63, mentre l’attivita di p63 inibisce I’abilita di Notchl nel promuovere
I’arresto del ciclo cellulare e il differenziamento epidermico (Nguyen et al.,
2006; Okuyama et al., 2007). Infatti, nei cheratinociti Notchl induce
I’arresto del ciclo cellulare associato all’induzione di p21. D’altra parte
I’induzione di p21 viene soppressa dalla presenza di p63. Sebbene numerose
evidenze indicano che p63 funge da modulatore della trascrizione Notchl-
dipendente e transattivi il ligando di Notch1 Jagged-1 (Sasaki et al., 2002), il
ruolo di p63 nel modulare il segnale di Notchl non ¢ del tutto chiaro.

La chinasi IKKa (IkB kinase-ot) € un altro gene target di p63. Come p63,
IKKa ¢ essenziale per lo sviluppo dell’epidermide (Sil et al., 2004). Il
fenotipo simile tra il topo p63” e IKKa” suggerisce che IKKa. possa essere
un target di p63. Infatti, p63 regola IKKa trans-attivandolo direttamente e
indirettamente attraverso l’induzione di Ets-1 e GATA-3 che legano il
promotore di IKKa (Candi et al., 2006) (Fig. 3). GATA-3 ¢ un importante
mediatore dello sviluppo della pelle e del pelo (Kaufman et al., 2003), anche
se la sua specifica funzione nello sviluppo e differenziamento
dell’epidermide non ¢ stata ancora stabilita. Altri geni epidermici regolati da
p63 sono la proteina di adesione cellulare Perp (Ilhrie et al., 2005), la
cheratina-14 (Candi et al., 2006), ’envoplachina (Carrol et al., 2006) e il
componente degli emidesmosomi BPAG-1 (Osada et al., 2005) (Fig. 3).

Segnali per il differenziamento

Esistono molti geni implicati nel differenziamento dei cheratinociti, quelli
che seguono, di cui sono stati generati degli animali knockout, si sono
rivelati particolarmente importanti.

Topi knockout per PTEN (PTEN™): La fosfatasi multifunzionale PTEN
regola la via del fosfatidilinositolo-3,4,5-trifosfato (PIP3) nella cascata di
trasduzione del segnale di PI3K, in risposta a fattori di crescita quali ’EGF,
il fattore di crescita degli epatociti e IGF-1 (Toker et al., 1997). Il PIP3 attiva
a sua volta la serina-treonina chinasi (Akt/PKB) che promuove Ia
sopravvivenza e la proliferazione cellulare. Di conseguenza PTEN agisce
come un soppressore tumorale (Li et al., 1997).
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Topi PTEN” muoiono durante le prime fasi embrionali dello sviluppo,
precludendo cosi 1’analisi del ruolo svolto da PTEN negli organi adulti
(Suzuki et al., 1998). In topi in cui PTEN ¢ selettivamente deleto nello strato
basale dell’epidermide (topi K5-Cre-PTEN""") la cute appare rugosa a
causa dell’iperplasia e pitt del 90% degli animali muore per problemi di
nutrizione dovuti all’ipercheratosi dell’esofago, che ostacola la deglutizione
(Suzuki et al., 2003). Questi animali sviluppano anche tumori spontanei,
principalmente papillomi squamosi, che in seguito diventano carcinomi
squamosi.

I cheratinociti PTEN” mostrano una marcata proliferazione in risposta al
trattamento con EGF in vitro e sono piu resistenti all’apoptosi. La
fosforilazione di Akt/PBK e di MAPK ¢ significativamente elevata nei
cheratinociti PTEN™ trattati con EGF. L’insorgenza di tumori nella cute di
questi topi & dovuta principalmente all’iperproliferazione cellulare e/o alla
resistenza all’apoptosi dovuta a PI3K e Akt/PKB.

Topi knockout per il complesso AP: AP-1 (Proteina Attivatrice 1) & un
fattore di trascrizione formato da omo- o etero-dimeri di membri delle
famiglie di proteine Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, e Fra-2), Jun (cJun, JunB, e
JunD), ATF e Maf (Eferl & Wagner, 2003). Le proteine delle famiglie Fos e
Jun fungono da fattori di trascrizione dimerici legando dei siti di legame ad
AP-1 presenti nei promotori e nelle regioni enhancer di numerosi geni di
mammifero (Curran & Franza, 1988). Sebbene la loro struttura sia molto
simile, i diversi membri delle famiglie Jun e Fos si differenziano
significativamente per le loro proprieta di legame al DNA e di attivazione
trascrizionale, suggerendo specifiche funzioni nella regolazione genica per
ciascun dimero AP-1 (Shaulian & Karin, 2002). Ap-1, agendo a valle di
pathway come MAPK, TGF-a e Wnt, ¢ uno dei fattori chiave nel tradurre gli
stimoli esterni in cambiamenti dell’espressione genica. L’attivita di AP-1 ¢
indotta da una miriade di agenti, quali fattori di crescita, neurotrasmettitori,
ormoni peptidici, infezioni batteriche e virali, cosi come da diversi stress
fisici e chimici.

Esperimenti di perdita o di guadagno di funzione nel topo, dimostrano il
ruolo centrale di AP-1 in vari processi incluso proliferazione cellulare,
differenziamento, trasformazione oncogenica e apoptosi (Jochum et al.,
2001). Le proteine AP-1 giocano un ruolo importante anche durante il
differenziamento terminale dei cheratinociti epidermici. E ben noto che AP-
1 regola molti geni codificanti per proteine essenziali nell’omeostasi della
pelle (Angel et al., 2001). Questi includono la TG 1 (Liew & Yamanishi,
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1992), diverse citocheratine, come K1 (Lu et al., 1994), K5 (Casatorres et
al., 1994), K14, e K17 (Ma et al., 1997), come anche proteine strutturali
quali involucrina (Welter et al., 1995), loricrina (DiSepio et al., 1995), e
profilaggrina (Jang et al., 1996). Risulta pero difficile speculare sulle
funzioni di AP-1 nella cute. Infatti, se da una parte I'inattivazione di alcune
proteine AP-1 non risulta in un chiaro fenotipo epidermico (Angel et al.,
2001), dall’altra ¢ stato dimostrato che la perdita di JunB e Fra-1 porta a
letalita embrionale (Eferl & Wagner, 2003). Dati interessanti arrivano
dall’inattivazione condizionale di cJun nell’epidermide di topo, dimostrando
che questa proteina gioca un ruolo essenziale nel regolare la chiusura delle
palpebre, la proliferazione dei cheratinociti e lo sviluppo di tumori nella
cute, attraverso il “signaling” del recettore dell’EGF (EGFR) (Li et al., 2003;
Zenz et al., 2003). Inoltre, I’espressione individuale delle proteine AP-1 ¢
implicata nelle interazioni mesenchimali-epiteliali citochine-mediate nella
pelle. (Szabowski et al., 2000). Alterazioni nell’omeostasi tissutale e
un’espressione aberrante delle citochine sono correlate con malattie umane
come la psoriasi.

Topi knockout per Notchl (Notchl™): Notchl rappresenta uno dei quattro
membri appartenenti alla famiglia di recettori transmembrana Notch. Dopo il
legame con un ligando (Delta-like 1/3/4, Jagged 1/2) Notchl subisce un
taglio proteolitico, con la conseguente liberazione della porzione citosolica
del recettore, I'ICD (Intra-Cellular Domain). L’ICD libero trasloca nel
nucleo dove si va ad associare con il fattore di trascrizione RBP-J, che in
questo modo si converte da repressore ad attivatore trascrizionale (Mumm &
Kopan 2000). Tra i bersagli attivati da Notchl, vanno menzionati i membri
della famiglia di repressori trascrizionali HES (Hairy Enhancer of Split) e
HERP (HEs-related Repressor Protein) (Iso et al., 2003).

La via di trasduzione di Notch1 regola il destino delle cellule pluripotenti
durante lo sviluppo, il rinnovamento delle cellule staminali e il
differenziamento nei tessuti adulti. Nella pelle Notchl & essenziale per il
differenziamento dei cheratinociti (Fig. 4). Sebbene topi Notchl”™ muoiono
durante I’embriogenesi, il suo ruolo nel differenziamento epidermico puo
essere studiato in topi in cui la sua espressione viene alterata specificamente
nei cheratinociti.Topi in cui Notchl ¢& costitutivamente attivato
nell’epidermide mostrano un aumento dei compartimenti differenzianti (K1-
positivi) (Blanpain et al., 2006). Al contrario, una riduzione dei
compartimenti differenzianti si osserva in topi in cui Notchl ¢
specificamente deleto nei cheratinociti (Rangarajan et al., 2001). Questi
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animali mostrano un’epidermide iperproliferativa, con espansione delle
cellule basali proliferanti, il che porta a classificare Notch come
oncosoppressore. Inoltre il pathway di Notch/RBP-J funziona nel
mantenimento e differenziamento terminale del follicolo pilifero (Vauclair et
al., 2005).

Notchl induce I’espressione del regolatore del ciclo cellulare p21
(Rangarajan et al., 2001). L’aumento di p21 induce i cheratinociti
proliferanti a promuovere ’arresto del ciclo cellulare e aiuta a iniziare il
differenziamento terminale. Inoltre ¢ stato dimostrato che Notchl attiva la
caspasi-3, portando alla riduzione della proliferazione e all’aumento del
differenziamento dei cheratinociti embrionali attraverso 1’attivazione di
PKC-8 (Okuyama et al., 2004). Come descritto in precedenza il
funzionamento di Notchl coinvolge un “cross-talk” con il fattore
trascrizionale p63. Infatti, la proliferazione o il differenziamento dei
cheratinociti viene determinato da un accurato equilibrio tra 1 livelli
intracellulari di queste due proteine. Un altro “cross-talk” esiste tra il
pathway di Notchl e il segnale sia di Wnt sia di Sonic hedgehog (Shh).
Notchl reprime il segnale sia di Wnt sia di Shh, entrambi coinvolti nella
regolazione della tumorigenesi. Nella pelle Notchl” Dattivazione di Wnt e
Shh causa nel topo lo sviluppo di carcinoma delle cellule basali e carcinoma
delle cellule squamose (Nicolas et al., 2003).

Formazione dello strato corneo

Sorprendentemente solo un modello animale mostra gravi anomalie nella
formazione dello strato corneo.

Topi knockout per TGl (TGI"): Le TG svolgono un ruolo molto
importante durante la formazione dello strato corneo (Lorand & Graham,
2003). Nonostante ci sia una certa ridondanza in questo sistema, come
suggerito da modelli animali quali topi knockout per la loricrina e
l’involucrina con fenotipo modesto, i topi TG1™ confermano che questo
enzima ¢ essenziale per il corretto assemblaggio dello strato corneo. Infatti,
questi topi muoiono a poche ore dalla nascita per disidratazione, dovuta
essenzialmente all’incapacita dell’epidermide di svolgere la sua funzione di
barriera contro la perdita di liquidi (Matsuki et al., 1998).

Tuttavia due grandi domande su questo modello animale restano ancora
senza una risposta; il primo quesito ¢ sul perché I’assenza della TGI sia
letale nel topo ma non nell’uomo, mentre il secondo riguarda la motivazione

17



della ridondanza nel numero dei membri della famiglia delle TG espresse
nella pelle.
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p63 1

*Adhesion: BPAG1, EVPL,
PERP, ITA3-6, Laminin

*Cell cycle: p21, p57, 14-3-30,

ADA

+Differentiation: IKKc.,
GATA-3, Ets-1

*Development: EDAR,
Notch1, BMP7, p-catenin

*Apoptosis: Fas, Noxa, Bax

Figura 3. Ruolo di p63 nell’epidermide. Sono stati effettuati numerosi studi per
identificare i geni target di p63. Nella figura vengono elencati in modo semplificato i target di
p63 che sono stati validati sperimentalmente.
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Figura 4. Ruolo di Notch1 nell’epidermide. Notchl induce I’espressione della chertina-
1 e dell’involucrina (marcatori precoci del differenziamento) e previene 1’induzione della
filaggrina e della loricrina (marcatori tardivi del differenziamento), che avviene in una fase di
differenziamento successiva. p63 e Notchl reprimono la trascrizione 1’'uno dell’altro. Inoltre,
Notchl reprime i pathway di Wnt ed Shh.
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L’ubiquitilazione

Le cellule eucariotiche hanno evoluto due principali strategie per regolare
la stabilita e la degradazione delle proteine: la via di degradazione dei
lisosomi e quella dei proteasomi. I lisosomi sono responsabili della
demolizione delle proteine extracellulari e di membrana internalizzate
mediante endocitosi, mentre i proteasomi sono deputati alla degradazione
proteolitica delle proteine intracellulari poli-ubiquitinate (Ciechanover,
1994).

Prima della scoperta del sistema proteolitico ubiquitina-proteasoma-
dipendente, i lisosomi sono stati considerati il principale apparato deputato
all’eliminazione delle proteine all’interno del citoplasma. I lisosomi sono
delle vescicole citoplasmatiche delimitati da una membrana monostratificata,
che racchiudono piu di quaranta tipi di proteasi e di altri enzimi idrolitici,
come le nucleasi, le glicosidasi, le lipasi, le fosfolipasi e le fosfatasi. Tutti
questi enzimi sono idrolasi, la cui attivita ottimale richiede un ambiente
acido che viene mantenuto dal lisosoma intorno a pH 5. La
compartimentalizzazione di questi enzimi proteolitici previene Ia
degradazione incontrollata delle proteine cellulari. Il ruolo chiave della
degradazione ubiquitina-proteasoma-dipendente nella regolazione della
stabilita e dell’abbondanza di numerose proteine intracellulari, e nel
mantenimento  dell’omeostasi cellulare, ¢ attualmente ampiamente
riconosciuto. Tuttavia 1’ubiquitilazione non rappresenta una modificazione
post-traduzionale che controlla in maniera univoca la degradazione
proteasoma-dipendente delle proteine. Infatti, oltre al suo ruolo nel marcare
una molecola per il riconoscimento da parte del proteasoma, essa regola
anche la degradazione delle proteine che vengono indirizzate al lisosoma.
Inoltre ¢ stata implicata nella regolazione di altre funzioni biologiche.

L’ubiquitina

L’ubiquitina, scoperta nel 1975 come una proteina di 8.5 kDa con una
funzione sconosciuta, deve il suo nome al fatto che ¢ espressa in modo
ubiquitario in tutte le cellule eucariotiche. E una proteina altamente
conservata, ma & assente sia nei batteri sia negli archea.

Il processo di ubiquitilazione & stato inizialmente caratterizzato in estratti
cellulari come un sistema proteolitico ATP-dipendente, nel quale un

polipeptide stabile al calore chiamato APF-1 (ATP-dependent Proteolysis

20



Factor 1) veniva legato covalentemente a una proteina substrato in maniera
ATP- e Mg*-dipendente. Multiple molecole di APF-1 si legavano a un
singolo substrato attraverso un legame isopeptidico e successivamente questi
coniugati venivano rapidamente degradati, con il rilascio di APF-1 libero
(Hershko et al., 1979; Ciechanover et al., 1980; Wilkinson et al., 1980).
Questa proteina ¢ stata identificata come ubiquitina ed ¢ stato chiarito che il
gruppo carbossilico della glicina C-terminale dell’ubiquitina (Gly76) ¢
coinvolto nel legame con il substrato.

I procarioti non hanno una molecola funzionalmente correlata o analoga
all’ubiquitina, sebbene possiedano proteine che mostrano un ripiegamento
simile. Un buon esempio ¢ la proteina di E. coli ThiS, un trasportatore dello
zolfo, la quale condivide solo il 14% della sequenza aminoacidica con
I’ubiquitina, ma possiede il suo tipico ripiegamento, suggerendo che
I’ubiquitina eucariotica e la proteina procariotica ThiS si siano evolute da
una proteina ancestrale comune. (Wang et al., 2001). Durante I’evoluzione
sono state generate diverse proteine eucariotiche che condividono il
ripiegamento dell’ubiquitina, le quali vengono chiamate UBL (UBiquitin-
Like). Oltre al ripiegamento, le proteine UBL condividono con I’ubiquitina
la capacita di essere legate attraverso un legame isopeptidico, formato tra la
glicina terminale della proteina e un gruppo amminico della proteina target.
Generalmente il gruppo amminico nella proteina target ¢ dato da un residuo
di lisina, ma ¢ stata descritta anche I’ubiquitilazione N-terminale (Bloom et
al., 2003). Inoltre, le proteine UBL mostrano una stretta omologia di
sequenza con l’ubiquitina: per esempio, Sumo-1 ¢ per il 20% identica
all’ubiquitina umana e per il 52% identica alla proteina Sumo di lievito
(Smt3) (Su & Lau, 2009). Questa forte conservazione di sequenza
interspecie indica che la funzione biologica di queste proteine ¢ conservata.
Le proteine UBL meglio caratterizzate, Sumo e Nedd8, sono presenti in tutti
gli eucarioti, mentre altre sono presenti solo nei mammiferi.

Sebbene rimanga molto da capire, gli studi effettuati negli ultimi anni
hanno chiarito in parte le funzioni delle proteine UBL, come per la
sumoilazione, che regola il trasporto nucleo-citoplasmatico e il ciclo
cellulare attraverso la modulazione della localizzazione e/o dell’attivita dei
suoi substrati (Su & Lau, 2009). Inoltre, ¢ stata dimostrata la presenza di un
cross-talk tra i membri della famiglia dell’ubiquitina. Per esempio Nedds8,
modifica una classe di enzimi coinvolti nell’ubiquitilazione, stimolando
questi enzimi ad associare 1’ubiquitina ai substrati (Hochstrasser, 2000).

La funzione meglio caratterizzata dell’ubiquitilazione e quella della
degradazione delle proteine, i livelli delle quali sono regolati sia
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costitutivamente sia in risposta a cambiamenti dell’ambiente cellulare. Il
ruolo cruciale di questa modificazione puo essere osservata in una miriade di
processi come ciclo cellulare, proliferazione, differenziamento, biogenesi
degli organelli, trasporto delle proteine, apoptosi, processamento degli
antigeni, infiammazione e riparazione del DNA, spiegando come
I’ubiquitina pud essere coinvolta in cosi tante malattie (Petroski, 2008). Il
segnale canonico di ubiquitilazione, una catena di poli-ubiquitine creata
mediante legami tra la glicina terminale di una molecola di ubiquitina
(Lys76) e un residuo di lisina in posizione 48 (Lys48) di un’altra, viene
riconosciuta dalla proteasi multisubunita chiamata proteasoma 26S come un
segnale di degradazione di una proteina target (Chiechanover, 1998).
L’aspetto piu affascinante di questo processo ¢ quello che questa
modificazione consiste in un rapido e fine metodo per controllare
I’espressione di una proteina, in quei processi che richiedono una sua rapida
e selettiva degradazione, per esempio nella transizione tra le fasi del ciclo
cellulare.

L’ubiquitina possiede sette residui di lisina. Oltre alla Lys48, altri quattro
residui (Lys6, Lys11, Lys29 e Lys63) possono dar luogo alla formazione di
catene di poli-ubiquitina (Johnson et al., 1995; Schneel & Hicke, 2003) (Fig.
5). Non tutte le modificazioni ottenute tramite il legame con 1’ubiquitina
indicano che la proteina debba essere degradata: ci possono essere eventi
non proteolitici e reversibili come cambiamenti nell’attivita della proteina,
interazioni  proteina-proteina e localizzazione subcellulare. Inoltre
I’ubiquitilazione non avviene sempre tramite legame di una catena di
ubiquitine: il legame di una singola ubiquitina a una proteina target e noto
come mono-ubiquitilazione, la quale interviene nella regolazione di diversi
processi, quali funzione degli istoni, trascrizione, endocitosi e traffico di
membrana (Hicke, 2001; Katzmann et al., 2002). In particolare, il legame
non proteolitico con la Lys6 e la Lysll ¢ correlato con la patogenesi di
malattie neurodegenerative (Cripps et al., 2006; Bennett et al., 2007), mentre
singola o multipla mono-ubiquitilazione dei recettori di membrana cellulare
porta alla loro internalizzazione e degradazione endosomiale (Di Fiore et al.,
2003).

L’ubiquitilazione € un processo dinamico e reversibile: nelle cellule sono
presenti degli enzimi deubiquitilanti, responsabili della rimozione
dell’ubiquitina dalle proteine e della distruzione delle catene di poli-
ubiquitina. Questi enzimi sono importanti anche per il processo di
maturazione dell’ubiquitina. Infatti, queste piccole proteine sono codificate
in geni multipli e tradotte come proteine di fusione sia con altre molecole di
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ubiquitina che come componenti N-terminali di due piccole subunita
ribosomali, quindi processate da ubiquitina carbossi-terminale idrolasi, per
avere 1’ubiquitina matura (Finley et al., 1989).

Biochimica del processo di ubiquitilazione: gli enzimi E1, E2 ed E3

Le reazioni biochimiche che avvengono durante il processo di
ubiquitilazione sono catalizzate da tre classi di enzimi, chiamati E1, E2 ed
E3 (Fig. 6). Nella prima reazione, un enzima di attivazione dell’ubiquitina
(E1) forma un legame tioestere con la glicina carbossi-terminale
dell’ubiquitina in maniera ATP-dipendente; quindi, un enzima di
coniugazione dell’ubiquitina (E2), riceve 1’'ubiquitina da E1 attraverso una
reazione di trans-esterificazione, che coinvolge se stesso e il carbossi-
terminale dell’ubiquitina.In fine, I’ultimo enzima, una ubiquitina ligasi (E3),
catalizza il trasferimento dell’ubiquitina dall’enzima E2 al gruppo e-
amminico del residuo di lisina della proteina target (Fang & Weissman,
2004) (Fig. 6).

Esistono piu enzimi E2 che E1 e pit enzimi E3 che E2, quindi, per ogni
tappa, il numero di proteine che potenzialmente possono essere coinvolte
aumenta. L’enzima E3, da solo o in combinazione con I’enzima E2,
determina la specificita di riconoscimento del substrato. A differenza delle
cellule di lievito nelle quali esiste un unico enzima El, le cellule di
mammifero hanno evoluto almeno dieci diversi enzimi in grado di attivare
I’ubiquitina. La reazione catalizzata dall’enzima E1 incomincia con il suo
legame sequenziale al complesso MgATP e all’ubiquitina, che determina la
formazione di un intermedio ubiquitina-adenilato, che servira come donatore
di ubiquitina al residuo di cisteina del suo sito attivo. L’ubiquitina legata al
gruppo tiolo viene successivamente trasferita all’enzima E2. E1 si trova nel
nucleo e nel citosol ed ¢ associato al citoscheletro (Grenfell et al., 1994).
Inoltre viene fosforilato nelle cellule di mammifero dalla chinasi ciclina-
dipendente Cdc2 (Nagai et al., 1995), dimostrando il ruolo cruciale
dell’ubiquitilazione nel controllo del ciclo cellulare.

Nel lievito esistono 11 enzimi E2, mentre negli organismi superiori il
numero ¢ significativamente maggiore. Nelle cellule di mammifero sono
state descritte fino a oggi almeno 100 diversi enzimi E2. Tutti questi enzimi
contengono una cisteina in un dominio centrale conservato di circa 150
residui aminoacidici chiamato “dominio UBC”. La cisteina conservata ¢
richiesta per ’attivita enzimatica e accetta I’'ubiquitina da E1 per formare un
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Figura 5. Meccanismi di modificazione delle proteine da parte dell’ubiquitina. La
sequenza aminoacidica dell’ubiquitina contiene sette lisine utilizzabili in diversi tipi di catene,
con varie, ma a volte simili conseguenze. (Modificato da Woelk et al., 2007)
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Figura 6. L’ubiquitilazione ¢ un processo a piu tappe. L’enzima di attivazione
dell’ubiquitina (E1) forma un legame tioestere con la glicina carbossi-terminale
dell’ubiquitina in maniera ATP-dipendente; 1’enzima di coniugazione dell’ubiquitina (E2)
riceve ’'ubiquitina da E1 attraverso una reazione di trans-esterificazione, che coinvolge se
stesso e il carbossi-terminale dell’ubiquitina; 1’enzima ubiquitina ligasi (E3), catalizza il
trasferimento dell’ubiquitina dall’enzima E2 al gruppo e-amminico del residuo di lisina della
proteina target. (Fang & Weissman, 2004)
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tioestere. Alcuni E2 hanno delle estensioni amino- o carbossi-terminali che
possono regolare [’associazione con I’enzima E3, Tattivita intrinseca
dell’enzima e il riconoscimento del substrato, mentre altre hanno delle
inserzioni nel dominio UBC (Pickart, 2001). Allo stesso modo, la
composizione aminoacidica delle regioni di contatto tra E2 ed E3 puo
influire nell’interazione produttiva dei due enzimi. Basandosi sul numero
delle potenziali/effettive sequenze per E3, pud essere predetto che gli enzimi
E2 funzionano con diversi enzimi E3. In vitro, molti E3 hanno la capacita di
funzionare con vari E2, anche se il numero di appaiamenti & chiaramente
ristretto. Il legame non covalente E2/ubiquitina & generalmente basso,
indicando che E1 gioca un ruolo chiave nel legame di E2 con I’ubiquitina.

La piu straordinaria caratteristica del processo di ubiquitilazione & il gran
numero di substrati che coinvolge e di funzioni biologiche in cui interviene,
aspetto strettamente correlato al grande numero di enzimi E3 esistenti.
Infatti, il riconoscimento specifico del target viene compiuto da questa classe
di enzimi, attraverso il legame diretto della proteina. Questo prevede che E3
riconosca un motivo sul substrato che lo marca per 1’ubiquitilazione, noto
come segnale di ubiquitilazione. Per alcuni segnali di ubiquitilazione &
necessaria una modificazione chimica o conformazionale affinché questi
acquisiscano la capacita di interagire con I’enzima E3. La fosforilazione
rappresenta una modificazione particolarmente comune nel determinare il
riconoscimento del substrato. Meno comune, tuttavia di grande importanza,
¢ invece la defosforilazione. Le E3 ubiquitina ligasi svolgono quindi
I’importante funzione di legare 1’enzima E2, selezionare specifiche proteine
e catalizzare la reazione di trasferimento dell’ubiquitina al substrato
proteico. Il numero delle E3 ubiquitina ligasi identificate fino a oggi si
approssima al migliaio.

Le E3 ubiquitina ligasi

Gli enzimi E3 meglio caratterizzati appartengono a due famiglie (Ravid
& Hochstrasser, 2008): le RING (Really Interesting New Gene) finger
ubiquitina ligasi e le HECT (Homologous to E6AP Carboxy Terminus)
ubiquitina ligasi. La principale differenza tra le due famiglie di E3 ubiquitina
ligasi ¢ data dalla capacita delle HECT ligasi di catalizzare il trasferimento
dell’ubiquitina attivata dall’enzima E2 alla proteina target, capacita che
invece non hanno le RING finger ligasi, le quali indirizzano gli enzimi E2 su
dei specifici target (Fig. 7). Sostanzialmente le HECT ubiquitina ligasi
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funzionano da sole come trasportatori dell’ubiquitina. Altri domini specifici
strutturalmente correlati al dominio RING finger sono stati recentemente
identificati: un altro dominio legante lo zinco chiamato PHD finger (Coscoy
& Ganem, 2003), e un dominio U-box (Ohi et al., 2003).

Le E3 ubiquitina ligasi RING finger

Le E3 ubiquitina ligasi di questo tipo rappresentano la sottoclasse
costituita dal maggior numero di proteine. Il RING finger ¢ un motivo
strutturale di approssimativamente 70 residui aminoacidici, responsabile
delle interazioni proteina-proteina e proteina-nucleotidi; la maggior parte
delle proteine che contengono questo dominio funzionale possiedono attivita
di E3 ubiquitina ligasi. Il motivo RING finger & caratterizzato da un residuo
di cisteina e uno di istidina conservati e coordinati con due ioni zinco a
formare una struttura compatta a ponte, con una caratteristica conformazione
globulare, che interagisce con I’enzima (Rotin & Kumar, 2009). Gli ioni
zinco e i loro ligandi sono cataliticamente inerti; inoltre, ¢ la spaziatura tra
gli ioni zinco a essere conservata nelle proteine RING finger, piuttosto che la
sequenza primaria. Queste caratteristiche suggeriscono che questo motivo
non sia direttamente implicato nella catalisi chimica, ma che piuttosto agisca
come una struttura di sostegno molecolare che facilita I’avvicinamento e il
legame dell’enzima E2 e il successivo trasferimento della molecola di
ubiquitina al substrato (Fig. 7).

Questo gruppo di ubiquitina ligasi pud essere suddiviso in due
sottogruppi (Rotin & Kumar, 2009) (Fig. 7): le E3 ubiquitina ligasi RING
finger a singola subunita e quelle multimeriche. Le prime utilizzano il
dominio RING finger per interagire con I’enzima E2; all’interno dello stesso
polipeptide ¢ contenuto un dominio recettoriale che ha la funzione di
reclutare il substrato. Nelle E3 ubiquitina ligasi RING finger multimeriche
invece, la proteina contenente il motivo RING finger rappresenta una
subunita di un complesso multiproteico; 1’interazione di questa subunita con
I’estremita C-terminale di una molecola di cullina assembla un complesso
centrale che promuove la sintesi di catene di poli-ubiquitina. L’estremita N-
terminale della cullina interagisce con una molecola adattatrice che recluta il
substrato mediante il legame con un fattore di specificita.
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Figura 7. Le E3 ubiquitina ligasi. (a) Le HECT ligasi catalizzano il trasferimento
dell’ubiquitina attivata dall’enzima E2 alla proteina target, formando un legame con
I’ubiquitina. (b) Le RING finger ligasi indirizzano gli enzimi E2 su dei specifici target senza
legare direttamente I’ubiquitina. Possono essere a singola subunita o multimeriche.
(Modificato da Rotin & Kumar, 2009)

27



Le E3 ubiquitina ligasi HECT

Le E3 ubiquitina ligasi HECT si caratterizzano per la presenza
all’estremita C-terminale di un dominio HECT di approssimativamente 350
aminoacidi. Questo dominio ¢ stato inizialmente identificato nella proteina
E6-AP, un enzima cellulare che viene reclutato dall’oncoproteina E6 del
papilloma virus umano, ed € responsabile del legame con I’enzima E2 e
dell’attivita catalitica (Huibregtse et al., 1995) (Fig. 7). Le HECT ligasi sono
presenti in tutti gli eucarioti, dal lievito all’'uomo, e hanno dimensioni che
vanno da 80 a piu di 500 kDa.

Le HECT ligasi possono essere classificate in tre sottofamiglie
(Scheffner & Staub, 2007):

1. HERC E3, che possiedono un dominio RDL (mitotic Regulator
RCC1-Like domain);

2. C2-WW-HECT E3, che possiedono domini WW (domini Trp-Trp),
conosciute anche come HECT ligasi Nedd4-like;

3. Sl(ngle)-HECT E3s, le quali non hanno ne domini RDL ne domini
WW.

Data I’identificazione di vari oncosoppressori come substrati delle HECT
ligasi (Bernassola et al., 2008), come la scoperta di aberrazioni geniche in
alcuni componenti della famiglia in tumori umani, appare logico supporre
che le HECT ligasi possono avere un potenziale oncogenico, che ¢
attualmente oggetto di numerosi studi.

La sottofamiglia C2-WW-HECT

La sottofamiglia C2-WW-HECT rappresenta il sottogruppo di HECT
ligasi meglio caratterizzato, conservato evolutivamente dal lievito all’uomo.
Nell’'uomo e nel topo questo gruppo comprende nove membri. Queste
proteine condividono una caratteristica struttura modulare che comprende
all’N-terminale un dominio C2 correlato alla proteina chinasi C (PKC), da
due a quattro domini WW e un dominio HECT all’estremitd C-terminale
(Schwarz et al., 1998).

11 dominio C2 prende il nome dalla sua capacita di legare Ca®"; & inoltre
coinvolto nella localizzazione della proteina in corrispondenza delle
membrane intracellulari, attraverso il legame con i fosfolipidi (Dunn et al.,
2004).
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I domini WW, presenti in una varieta di proteine cellulari, sono piccoli
moduli composti approssimativamente da un totale di 35 aminoacidi.
Vengono cosi chiamati per la presenza di due residui di triptofano separati
da un tratto di 20-22 residui aminoacidici. Sono capaci di legare motivi
ricchi in prolina (PRR) designati come PPxY, PPLP, PR e le fosfo-
serine/treonine seguite da un residuo di prolina. Le E3 ligasi contenenti
questi domini interagiscono preferenzialmente con il motivo PPpxY.

Le ligasi di questa sottofamiglia sono coinvolte in diversi processi, tra cui
endocitosi, degradazione delle proteine di membrana e controllo della
crescita cellulare. (Scheffner & Staub, 2007). Sono regolate attraverso
modificazioni posttraduzionali e/o interazione con proteine adattatrici (Kee
& Huibregtse, 2007).

A questo gruppo di ubiquitina ligasi appartiene la proteina Itch, oggetto
di studio in questo lavoro.
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La E3 ubiquitina ligasi Itch

La E3 ubiquitina ligasi Itch (anche conosciuta come AIP4, Atrophin-1
Interacting Protein 4), ¢ stata inizialmente identificata mediante studi
genetici volti ad analizzare mutazioni del locus agouti, le cui mutazioni nel
topo portano ad alterazioni nella colorazione del pelo (Perry et al., 1998). La
mutazione 18H (a'*), la quale & associata a un mantello scuro, & generata da
un’inversione cromosomica indotta da radiazioni, che elimina 18 e 20 paia di
basi dalla porzione prossimale e distale della rottura cromosomica,
rispettivamente. L’inversione causa la perdita dell’espressione dei geni
agouti ¢ Itch (Fig. 8).

Il gene Itch codifica per una proteina di 854 aminoacidi con un peso
molecolare di 113 kDa. Itch € una proteina monomerica, che appartiene alla
sottofamiglia C2-WW-HECT delle HECT ligasi. Strutturalmente ¢
organizzata in un dominio C2 all’estremita N-terminale che si lega ai
fosfolipidi in modo Ca**-dipendente, domini WW che mediano I’interazione
proteina-proteina, € un dominio HECT all’estremita C-terminale (Fig. 9).
Quest’ultimo si associa con I’enzima E2 e contiene una cisteina
evolutivamente conservata, la quale forma legami tioestere con 1’ubiquitina,
prima dell’attacco dell’ubiquitina con le proteine target (Huibregtse et al.,
1995).

Itch possiede quattro domini WW e un unico motivo PRR (regione ricca
in prolina) localizzato tra i residui 195 e 246, il quale possiede importanti
funzioni regolatorie. Come altre HECT ligasi, i domini WW di Itch
riconoscono preferenzialmente la sequenza consenso PPxY, come anche le
fosfo-serine/treonine seguite da un residuo di prolina. Inoltre, sono state
descritte interazioni atipiche con domini modulari del substrato (Qiu et al.,
2000; Marchese et al., 2003; Wegierski et al., 2006) o proteine adattatrici
(Courbard et al., 2002; Oberst et al., 2007).

Sebbene una piccola frazione di Itch ha una localizzazione perinucleare
(coincidendo con il network del trans-Golgi), la proteina ¢ principalmente
associata con compartimenti endosomici, precoci e tardivi, e lisosomi,
attraverso il dominio C2 (Marchese et al., 2003; Angers et al., 2004).

Fenotipo immunologico del topo Itchy

Il topo non-agouti-lethal 18H o topo Itchy (Itch™) presenta dei gravi
difetti immunitari e infiammatori e manifesta un prurito persistente (Perry
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Figura 8. La mutazione 18H (a’*”) ¢ generata da un’inversione cromosomica.
L’inversione elimina 18 e 20 paia di basi dalla porzione prossimale e distale della rottura
cromosomica, rispettivamente e causa la perdita dell’espressione dei geni agouti e Itch.

Cc2 HECT

Figura 9. Struttura della proteina Itch. Itch possiede un dominio Ca**-dipendente C2
all’estremita N-terminale, quattro domini WW e un dominio HECT all’estremita C-terminale.
Il motivo PRR possiede funzioni regolatorie.
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et al., 1998). Nel background C57BL/6J la mancanza di Itch causa una
malattia spontanea tipo autoimmune progressivamente letale, caratterizzata
da linfoproliferazione nella milza, linfonodi e la regione midollare del timo,
e da infiammazione cronica degli interstizi polmonari. La morte avviene
all’eta di 6-8 mesi a causa di ipossia, associata all’infiammazione polmonare
e proteinasi alveolare.

Le cellule T-helper (Ty;) CD4" possono differenziare in due tipi diversi di
cellule effettrici, Tyl e Ty2, caratterizzate da differente produzione di
citochine e da funzioni regolatorie distinte. Le cellule Ty2 producono
tipicamente interleuchina-4 (IL-4) e agiscono contro 1 patogeni
extracellulari. La deregolazione della risposta Ty2-mediata causa lo sviluppo
e mantenimento di malattie asmatiche e allergiche, come infiammazione
allergica delle vie aeree e dermatite atopica. In risposta a stimolazione anti-
CD3- e anti-CD4-mediata, i linfociti T Itch” mostrano un aumento nella
produzione di citochine Ty2 (come IL-4 e IL-5), che causa il parziale
differenziamento delle cellule CD4" in cellule T2 e attivazione cronica
(Fang et al., 2008). Di conseguenza il topo Itchy mostra elevati livelli di
immunoglobuline (Ig) T};2-dipendenti (come IgG1 e IgE).

La caratterizzazione del topo Itchy nel background JU/Ct o C57BL/10 ha
permesso di capire che la produzione di citochine derivanti dalle cellule T2
non ¢ 'unico fattore determinante lo sviluppo della malattia autoimmune
(Parravicini et al., 2008). Infatti, & stato recentemente riportato che la
mancanza di Itch in cellule T off e yd causa ’espansione dei linfociti B1b,
portando all’aumento delle IgM, e la produzione di IgE, rispettivamente.
L’espansione dei linfociti B1b e gli elevati livelli di Ig sono correlati con il
prurito e altri sintomi infiammatori osservati nel topo Itchy. L’esistenza di
diversi modelli animali in cui manca Itch contribuira certamente a svelare i
complessi difetti molecolari che portano alla patologia autoimmune che si
osserva in questi topi.

I substrati di Itch

Itch regola la stabilita sia di recettori transmembrana, mediante mono-
ubiquitilazione o multi-ubiquitilazione, che di substrati intracellulari,
mediante poli-ubiquitilazione, portandoli a degradazione lisosoma- e
proteasoma-dipendente rispettivamente. Inoltre, ¢ stato visto che
I’ubiquitilazione catalizzata da Itch puo essere anche non proteolitica (Bai et
al., 2004; Wegierski et al., 2000).
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Sono stati identificati diversi substrati di Itch, molti dei quali sono
importanti fattori che regolano la risposta immunitaria e la morte cellulare
(Fig. 10).

Regolazione della risposta immunitaria

Molti substrati di Itch giocano un ruolo importante nella risposta
immunitaria. Quelli che seguono si sono rivelati importanti nel spiegare
I’abilita di Itch nel regolare il sistema immunitario e i difetti osservati nel
topo Itchy.

Membri della famiglia Jun: L’identificazione di cJun e JunB come
substrati di Itch (Fang et al., 2002) ha messo in luce le cause del fenotipo
immunologico del topo Itchy. cJun e JunB contengono motivi PY o PXY che
servono da siti di legame per i domini WW di Itch. La degradazione di JunB,
mediata da Itch, induce una riduzione del legame del fattore di trascrizione al
promotore di IL-4 dopo stimolazione delle cellule T (Fang et al., 2002). Dato
che JunB si accumula nelle cellule Ty2 ed ¢& coinvolto nel loro
differenziamento, attraverso I’induzione di IL-4 e IL-5 (Li et al., 1999;
Hartenstein et al., 2002), questa proteina rappresenta un buon candidato nel
mediare la deregolazione della funzione delle cellule T CD4" osservata nel
topo Itchy. In condizioni fisiologiche, Itch induce la degradazione di JunB
mantenendo i livelli di IL-4 bassi, attenuando il differenziamento delle
cellule T2 (Fig. 11).D’altra parte, 1’espressione aberrante di JunB, risultante
da mutazioni o downregolazione di Itch, portano le cellule T a differenziare
in cellule T2 (Fig. 11), causando la loro iperproliferazione e una risposta
allergica  anomala,  caratterizzata  dall’elevata  produzione  di
immunoglobuline IgG1 e IgE (Fang et al., 2002).

Recettori Notch: 1l segnale di Notch ¢ in grado di determinare il destino
delle cellule durante il differenziamento e la morfogenesi tessuto-dipendente.
Durante il differenziamento dei linfociti, le proteine Notch giocano un ruolo
essenziale nell’induzione delle cellule T e B e nella determinazione del loro
destino, incluso il differenziamento in cellule T2 (Osborne & Minter, 2007)
(Fig. 12). Inoltre Notch promuove [’attivazione e la sopravvivenza dei
linfociti T periferici maturi, mediante la upregolazione di proteine anti-
apoptotiche, come Bcl-2 e gi inibitori delle proteine apoptotiche (IAP) e
I’attivazione di AKT (Jenkinson et al., 2006) (Fig. 12).
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Substrate  Function Biological outcome Regulators/

adaptors
c-Jun Transcription factor Regulation of T,;2 cell differentiation/anergy JNK, N4BP1
Jun-B Transcription factor Regulation of Th2 cell differentiation/anergy JNK, Fyn, Ndfip1
PLC1 Phospholipase Regulation of T-cell anergy Unknown
PKC-0 Kinase Regulation of T-cell anergy Unknown
Notch Transcription factor Regulation of autoimmunity Numb
Gli Transcription factor Repression of Hedgehog signaling Numb
Deltex Regulator of Notch signals Regulation of autoimmunity Unknown
Smad2 Receptor-activated Smad Activation of TGFfR signaling Unknown
TIEG1 Transcription factor Activation of TGFfR signaling Unknown
P73 Transcription factor Regulation of apoptosis, neural development, cancer N4BP1
P63 Transcription factor Regulation of apoptosis, epithelial development, cancer N4BP1
c-Flip Apoptosis inhibitory protein Regulation of apoptosis JNK
ErbB4 Growth factor receptor Epithelial kinase receptor, cancer Unknown
Endophilin A1 Protein of the endocytic Regulation of EGFR endocytosis Unknown

machinery
CXCR4 Chemokine receptor Agonist-dependent sorting of G protein-coupled receptors ~ Unknown
Hsr Protein of the endocytic Regulation of cargo sorting Unknown
machinery

TRPV4, Cation channels Regulation of channel recycling and abundance at the cell  Unknown
TRPC4 surface
Itch E3 ubiquitin ligase Control of protein stability, potential regulation of E3 catalytic USP9X/FAM

activity

Figura 10. Substrati di Itch. Molti substrati di Itch sono importanti fattori che regolano
la risposta immunitaria, il pathway di TGF-, il “signalling” dei recettori di membrana, la
morte cellulare e il differenziamento epidermico dei cheratinociti. (Modificato da Melino et
al., 2008)
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Durante la cascata di segnale di trasduzione, le proteine Notch vengono
tagliate proteoliticamente dopo il legame di un ligando extracellulare o
I’attivazione dei linfociti CD4", rilasciando I’ICD. La poli-ubiquitilazione
dell’ICD di Notchl mediata da Itch comporta la degradazione dell’ICD, e
quindi I’inibizione dell’attivita nucleare di Notchl (Qiu et al., 2000; McGill
et al., 2003) (Fig. 12).

Data la mancanza di motivi PY, Notch1 viene reclutato da Itch attraverso
una regione presente all’N-terminale dell’ICD. L’affinita di Itch per Notchl,
e la risultante degradazione del recettore, sono finemente regolati dall’azione
di una proteina adattatrice chiamata Numb (McGill et al., 2003). La
regolazione dei livelli di Notchl ¢ ottenuta inoltre attraverso la degradazione
mediata da Itch di Deltex, il quale controlla positivamente il pathway di
Notchl (Chastagner et al., 2006). Notchl ¢ stato proposto come uno dei
target di Itch pit rilevanti nel spiegare il fenotipo autoimmune del topo Itchy.
Studi realizzati in vivo, utilizzando una forma di Notchl costitutivamente
attiva, specificamente espressa nei timociti, mostrano che I’aumento del
segnale di Notchl risulta in una patologia tipo autoimmune, simile a quella
osservata nel topo ltrchy (Matesic et al., 2006). Inoltre, il topo Itchy che
esprime questa forma attivata di Notchl, mostra un fenotipo piu grave,
caratterizzato da splenomegalia, epatomegalia e linfadenopatia e
inflammazione cronica. Il segnale di Notchl regola positivamente
I’espressione di IL-4 nelle cellule T CD4*. E quindi probabile che il fenotipo
iperproliferativo e infiammatorio osservato nel topo Itchy, sia peggiorato da
ulteriore produzione di IL-4 dovuta all’aumentata espressione di Notchl nel
topo doppio mutante. L’aumento dell’attivita di Notchl, inoltre, induce il
segnale di AKT, permettendo la sopravvivenza delle cellule, spiegando cosi
la gravita della malattia osservata in questo topo (Sade et al., 2004) (Fig. 12).

Regolazione della morte cellulare

Membri della famiglia p53: 1 membri della famiglia p53, p73 e p63,
condividono funzioni simili al fattore di trascrizione p53, essendo capaci di
mediare 1’arresto del ciclo cellulare e I’apoptosi in risposta a stress cellulare
indotto da danno al DNA (Melino et al., 2002; Bergamaschi et al., 2003;
Gressner et al., 2005). L’attivita di soppressione tumorale di queste proteine
¢ stata dimostrata con 1’osservazione che il topo eterozigote per p73 sviluppa
spontaneamente vari tumori (Flores et al., 2005).

Sia p63 sia p73 possiedono un motivo PY (mancante nella proteina p53)
localizzato all’estremita C-terminale, il quale & necessario per il legame a
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Figura 11. Regolazione di Itch dopo stimolazione del TCR. L’interazione del TCR con
un peptide antigenico presente su una molecola MHC di classe II attiva la risposta di una
cellula T CD4*. (a) L attenuazione della risposta T};2 ¢ mediata dal segnale della chinasi JNK
che attiva Itch portando JunB a degradazione. (b) Il potenziamento della risposta T2 ¢
promossa dalla chinasi Fyn che inibisce la degradazione di JunB mediata da Itch. (Melino et
al., 2008)
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Itch attraverso il dominio WW2 (Rossi et al., 2005; Rossi et al., 2006). In
condizioni normali i livelli proteici di p63 e p73 sono generalmente
mantenuti bassi mediante I'ubiquitilazione mediata da Itch. In risposta a
stress genotossici, I’induzione e attivazione trascrizionale di p63 e p73 viene
principalmente controllata a livello post-traduzionale e, almeno
parzialmente, promossa dalla down regolazione di Itch causata dal danno al
DNA (Rossi et al., 2005; Hansen et al., 2007), il cui meccanismo molecolare
¢ ancora da chiarire.

L’upregolazione E2F1-dipendente del messaggero di p73 € un segnale
determinante nel pathway apoptotico delle cellule T iniziato dal segnale del
recettore delle cellule T (TCR) (Lissy et al., 2000; Irwin et al., 2000).
Quindi, un altro interessante scenario in cui Itch gioca un ruolo importante
nel regolare la stabilita di p73 ¢ la morte cellulare indotta da attivazione
(AICD) dei linfociti T. Dato che Itch pud essere regolato negativamente in
risposta alla stimolazione del TCR (descritto successivamente nel testo), ¢
plausibile che la stimolazione del recettore possa aumentare i livelli di p73 e
le sue funzioni pro-apoptotiche (Fig. 13).

c-FLIP,: La citochina proinfiammatoria TNFo (tumour necrosis factor
alpha) funge da segnale sia per la sopravvivenza della cellula (attraverso
I’attivazione IKK-dipendente del fattore di trascrizione NF-kB) che per
I’apoptosi (mediante la formazione di un complesso che contiene la proteina
adattatrice FADD e la pro-caspasi-8). NF-kB previene 1’attivazione della
caspasi-8 mediante l’induzione della proteina c-FLIP (cellular FLICE-
inhibitory protein), una proteina adattatrice che inibisce specificamente la
caspasi-8. Quindi, NF-kB puo regolare negativamente 1’apoptosi indotta al
TNFa attraverso la regolazione dei livelli di c-FLIP (Lin & Karin, 2003). Al
contrario, I’attivita della chinasi JNK1 (Jun N-terminal Kinasel) controlla la
morte mediata dal TNFa attraverso la degradazione proteasoma-dipendente
di c-FLIP, (I’isoforma piu lunga di c-FLIP) attivando Itch (Chang et al.,
2006). La specificita per c- FLIP, ¢ dettata dal fatto che Itch possiede un
dominio criptico capace di interagire con il dominio CASP (C-terminal
caspase-8-like) presente solo nell’isoforma lunga di c-FLIP.
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Regolazione dell’attivita catalitica di Itch

L’attivita catalitica e la capacita di riconoscere il substrato di Itch
vengono regolate in vari modi, incluso attraverso modificazioni post-
traduzionali e I’interazione con proteine adattatrici.

Fosforilazione: La fosforilazione delle proteine substrato, la quale facilita
il riconoscimento da parte delle E3 ligasi, rappresenta un pathway
regolatorio comune del processo di ubiquitilazione.A differenza delle RING
finger ligasi, le HECT ligasi riconoscono il substrato indipendentemente dal
loro stato di fosforilazione. La fosforilazione degli enzimi E3 gioca un ruolo
importante nel modulare la loro attivita catalitica e il riconoscimento del
substrato. Studi biochimici e genetici hanno dimostrato che la chinasi JNK1
regola Dattivita catalitica di Itch durante 1’induzione delle cellule T (Gao et
al., 2004). I siti fosforilati dalla JNK1 sono localizzati nella regione PRR di
Itch, dove sono presenti tre residui di serina/treonina (Gallagher et al., 2006).
Nello stato non fosforilato, I’attivita di Itch viene regolata negativamente
dall’interazione intramolecolare tra il dominio HECT e la regione centrale
della proteina che comprende i motivi WW e PRR. In risposta all’attivazione
delle cellule T, la JNK interagisce con un dominio presente nella regione
prossimale del dominio HECT di Itch, fosforilando la ligasi su i residui
Ser199, Thr222 e Ser232. La fosforilazione induce un cambiamento nella
conformazione di Itch che destabilizza I’interazione tra il dominio HECT e i
motivi WW/PRR, permettendo il riconoscimento del substrato e aumentando
fortemente la sua attivita catalitica (Gallagher et al., 2006) (Fig. 14).
L’attivazione del segnale della JNK1 porta alla degradazione mediata da Itch
delle proteine della famiglia Jun, attenuando in questo modo il
differenziamento dei linfociti T CD4" in cellule T2 (Fig. 11). Attraverso
I’attivazione fosforilazione-dipendente di Itch, JNKI1 pud indurre anche
I’ubiquitilazione della proteina c-FLIP, (Chang et al., 2006).

La fosforilazione pud regolare I’attivita catalitica di Itch anche
negativamente. Questo tipo di regolazione ¢ mediato dalla chinasi Scr, Fyn,
la quale fosforila Itch sul residuo Tyr371 (Yang et al., 2006). Questa
fosforilazione avviene nei linfociti T in risposta a stimolazione del TCR
(Fig. 13). Il legame di Fyn a Itch ¢ mediato dall’interazione del dominio SH3
di Fyn con il dominio WW3 della ligasi, dove ¢ localizzato il residuo
Tyr371. La fosforilazione di questo residuo impedisce il legame di Itch ai
suoi substrati, come per esempio JunB. Quindi, dopo stimolazione del TCR,
I’ubiquitilazione mediata da Itch di JunB viene ridotta e il fattore di
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Figura 12. Regolazione Notch-dipendente dello sviluppo linfoide: ruolo di Itch. Il
legame di un ligando al recettore Notch porta al rilascio dell’ICD che dalla membrana trasloca
nel nucleo. (a) Itch ubiquitila I’ICD col il contributo di Numb, portandolo a degradazione,
regolando il differenziamento delle cellule T. (b) Notch promuove I’attivazione e la
sopravvivenza dei linfociti T periferici maturi inducendo I’espressione di proteine anti-
apoptotiche, incluso AKT. (Melino et al., 2008)
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Figura 13. Itch regola la morte cellulare indotta da attivazione (AICD). (a) Nei
linfociti Ty;1 naive i livelli di p73 sono mantenuti bassi mediante I’attivita di Itch. (b) Nei
linfociti TH1 attivati ['upregolazione di p73 pud essere ottenuta mediante (i) down
regolazione di Itch, (ii) fosforilazione di Itch da parte di Fyn, (iii) competizione inibitoria da
parte di N4BP1 nei confronti di Itch. L’accumulo di p73 porta alla trans-attivazione di geni
pro-apoptotici. (Melino et al., 2008)
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trascrizione stabilizzato. A causa dell’aumentata degradazione di JunB, i
linfociti T Fyn knockout mostrano una diminuita produzione di citochine
Ty2. Un ulteriore tipo di regolazione dell’attivazione di Fyn in risposta alla
stimolazione del TCR, puo essere ottenuta mediante la stabilizzazione di
p73. Infatti, in cellule Ty1 attivate, il controllo negativo esercitato su Itch da
parte di Fyn puod risultare in un aumento della stabilita di p73 e
nell’induzione di AICD (Fig. 13).

Ubiquitilazione contro deubiquitilazione: In vivo Itch pud andare in
contro ad auto-ubiquitilazione (Gao et al., 2004; Gallagher et al., 2006;
Mouchantaf et al., 2006). E stato recentemente proposto che, similarmente
alle altre E3 ligasi, I’attivita autocatalitica di Itch controlla negativamente la
propria stabilita (Mouchantaf et al., 2006).Cid nonostante, 1 auto-
ubiquitilazione di Itch pud avere anche una funzione regolatoria non
proteolitica, modulando la sua localizzazione cellulare o I’attivita catalitica
(Gao et al., 2004; Gallagher et al., 2006). L’auto-ubiquitilazione di Itch ¢
controllata in vari modi, essendo stimolata dall’attivazione della JNKI1 e
inibita dall’associazione con la proteina interattrice N4ABP1 (Nedd4-binding
partner-1) (Oberst et al., 2007). Inoltre, Itch ¢ un substrato dell’attivita
deubiquitilante di FAM/USP9X, un membro delle proteasi ubiquitina-
specifiche (USP) (Mouchantaf et al., 2006). FAM/USP9X impedisce 1’auto-
ubiquitilazione di Itch, proteggendo la ligasi dalla degradazione
proteasomica. E anche possibile che FAM/USPI9X serva per generare specie
mono-ubiquitilate, aggiungendo un altro tipo di controllo nella regolazione
della ligasi.

Interazione con proteine adattatrici: L’attivita catalitica di Itch puo
essere regolata anche dall’interazione con proteine adattatrici, le quali
modulano la sua capacita di riconoscere il substrato, la localizzazione
subcellulare e I’attivita enzimatica (Shearwin-Whyatt et al., 2006).

N4BP1 ¢ un regolatore negativo di Itch che agisce come competitore per il
riconoscimento del substrato. Sebbene N4BP1 non contiene una sequenza
canonica riconosciuta dal dominio WW, ¢ capace di legare questo dominio
determinando I’allontanamento dei substrati dalla ligasi, prevenendo la loro
ubiquitilazione e prolungandone I’emivita (Oberst et al., 2007). Infatti,
N4BP1 potenzia I’attivita trascrizionale sia di p73 sia di cJun. Il meccanismo
di competizione implica che la selettivita di Itch per il substrato puo essere
modulata da cambiamenti nell’affinita di legame alla proteina adattatrice, o
da alterazione della sua disponibilita all’interno della cellula. In questo
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Figura 14. Attivazione fosforilazione-dipendente di Itch. Itch adotta wuna
conformazione chiusa inattiva dovuta a interazioni intramolecolari tra la regione WW-PRR e
il dominio HECT. In risposta a segnali cellulari la chinasi JNK1 viene reclutata, e fosforila
siti multipli nella regione PRR (regione ricca in prolina). Questo porta all’eliminazione di
interazioni inibitorie, portando all’attivazione dell’enzima (Modificato da Kee & Huibregtse,
2007)
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contesto, I’accumulo di cJun e p73, indotto dalla stimolazione del TCR, puo
essere ottenuto mediante 1’induzione di N4BP1, o attraverso modificazioni
conformazionali che aumentano I’affinita di N4BP1 alla ligasi.

Ndfipl (Nedd4 family interacting protein-1) ¢ una proteina associata alla
membrana che possiede due motivi PY all’N-terminale, i quali mediano il
legame con la ligasi Nedd4 come anche Itch (Harvey et al., 2002). Nei
mammiferi questa interazione promuove la degradazione mediata da Itch di
substrati target che possono legare Ndfipl ma non direttamente Itch (Oliver
et al., 2006). Questa interazione ¢ particolarmente rilevante dopo
stimolazione delle cellule T, dove, come risultato dell’induzione di Ndfipl,
Itch si sposta dalle vescicole intracellulari alla parte interna della membrana
plasmatica. Di conseguenza 1’aumentata degradazione di JunB previene la
produzione di citochine da parte delle cellule Ty2. Questa interazione
funzionale ¢ dimostrata dal fenotipo manifestato dai topi knockout per
Ndfipl. Infatti, similarmente ai topi Itchy, questi animali sono soggetti allo
sviluppo di gravi infiammazioni polmonari e della cute, accompagnati da
epatomegalia e splenomegalia, e un alto numero di eosinofili infiltranti nei
siti di infiammazione. La mancanza di Ndfipl predispone i linfociti T verso
un fenotipo T2.Un altro interattore di Itch € I’omologo umano di Drosophila
Numb (McGill & Mc Glade, 2003). Numb possiede un dominio legante
fosfotirosina (PTB, phosphotyrosine-binding) che recluta il dominio
intracellulare di Notchl, cooperando nell’ubiquitilazione mediata da Itch del
recettore di membrana, e promuovendo in maniera specifica la degradazione
del dominio intracellulare della proteina (ICD), (McGill & Mc Glade, 2003)
(Fig. 12). Questo effetto & ottenuto attraverso il legame diretto di Numb ai
domini WW1/2 di Itch. Promuovendo la rapida degradazione dell’ICD
Numb previene la traslocazione del recettore attivato nel nucleo, inibendo
quindi il segnale di trasduzione di Notchl.

Anche ['ubiquitilazione e degradazione mediata da Itch del fattore di
trascrizione Gli & regolata da Numb. Gli media il “signaling” di Hedgehog
nel mantenimento e rinnovo delle cellule staminali neuronali. Numb
stabilizza il complesso ligasi/substrato, e coopera con la ligasi nel
riconoscimento di Gli come substrato. Numb agisce quindi come un
regolatore antagonista del “signaling” di Hedgehog durante lo sviluppo
cerebellare (Di Marcotullio et al., 2006).

42









SCOPO DEL LAVORO






Itch ¢ una E3 ubiquitina ligasi mancante nei topi non-agouti-lethal 18H,
anche conosciuti come ltchy mice, i quali sviluppano una grave malattia
immunitaria. Vari studi hanno dimostrato che Itch regola la degradazione di
proteine coinvolte nella risposta immunitaria e nella morte cellulare,
permettendo di risalire al ruolo di Itch nello sviluppo di tale difetto
immunitario.

Alcuni substrati di Itch sono inoltre fattori di trascrizione con un ruolo
specifico nello sviluppo epidermico, come p63, cJun, JunB e Notchl,
lasciando quindi ipotizzare un ruolo di Itch nello sviluppo della cute. Lo
scopo di questo lavoro ¢ la caratterizzazione del fenotipo epidermico dei topi
Itch™, sia in condizioni normali sia durante il processo di riparo della ferita.
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Analisi morfologica dell’epidermide dei topi Itch™

L’analisi morfologica dell’epidermide dei topi Itch” ¢ stata effettuata su
biopsie di cute prelevate dal dorso di topi appena nati (New Born, NB).
Sebbene a questa eta la cute si presenti senza peli, I’epidermide ¢&
completamente formata, e quindi rappresenta un ottimo modello di studio.
Nella Fig. 1a vengono mostrate delle colorazioni con ematossilina/eosina di
questi campioni. La cute dei topi Itch” appare strutturalmente normale,
presentando tutti gli strati epidermici. L’epidermide di questi animali risulta
pero piu spessa rispetto a quella dei topi wild-type (WT), in particolare lo
strato spinoso sembra essere formato da un numero maggiore di strati. Allo
stesso modo & stata analizzata la morfologia dell’epidermide dei topi Itch”
adulti (2 mesi di etd). Come si osserva in Fig. 1b, a questa eta non ci sono
differenze tra i topi Itch” e i WT.

L’aumento dello spessore epidermico osservato nei topi Itch” NB & stato
quantificato, misurando la distanza tra lo strato basale e lo strato granuloso.
Nel grafico mostrato in Fig. 1lc viene riportato lo spessore medio
dell’epidermide nei due genotipi. Si pud osservare che la cute dei topi Itch™
NB risulta significativamente piu spessa rispetto a quella dei topi WT.

Proliferazione dei cheratinociti Itch™

Lo sviluppo dell’epidermide ¢ regolato da un equilibrio omeostatico tra la
rigenerazione di nuovi cheratinociti da parte delle cellule staminali
epidermiche e il loro differenziamento (Fuchs, 2007). Per capire se
I’aumentato spessore dell’epidermide osservato nei topi Itch” fosse dovuto a
una maggiore proliferazione dei cheratinociti rispetto ai topi WT, sono stati
analizzati 1 livelli di proliferazione dei cheratinociti epidermici,
quantificando I’incorporazione della bromo-deossiuridina (BrdU) in
esperimenti di immunofluorescenza (Fig. 2a). La BrdU si incorpora nel
DNA durante la sua replicazione (fase S del ciclo cellulare), sostituendo il
suo analogo, la timidina. Le cellule che la incorporano sono quindi
proliferanti. Come si puo osservare nel grafico in Fig. 2b, nell’epidermide
dei topi Itch™ ¢’¢ un maggior numero di cheratinociti che incorporano BrdU
rispetto a quelli dell’epidermide di controllo. Inoltre, & stata analizzata
I’espressione del marcatore di proliferazione Ki67 in esperimenti di
immunofluorescenza (Fig. 2¢). A supporto di una maggiore proliferazione
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Figura 1. Analisi morfologica dell’epidermide dei topi Itch”’. Colorazione con
ematossilina/eosina di campioni di cute provenienti dal dorso di topi NB (a) e adulti (2 mm)
(b). Quantificazione dello spessore epidermico. Il grafico rappresenta la media + d.s. di tre
topi analizzati in un esperimento rappresentativo (*P<0.05). Le barre rappresentano 40 mm.
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Figura 2. Analisi della proliferazione dei cheratinociti Itch”". (a) Marcatura della BrdU
(rosso) su sezioni di cute di topi E18.5. La K14 & mostrata in verde. I nuclei sono stati marcati
utilizzando il colorante DAPI (blu). (b) Quantificazione delle cellule BrdU-positive
nell’epidermide. Le cellule BrdU positive dell’epidermide sono state contate lungo una
distanza lineare di 0,6 mm. Il grafico rappresenta la media + d.s. di tre topi analizzati in un
esperimento rappresentativo (¥*P<0.05). (¢) Marcatura della Ki67 (rosso) su sezioni di cute di
topi NB. I nuclei sono stati marcati utilizzando il colorante DAPI (blu). Le barre
rappresentano 40 mm.
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nell’epidermide dei topi Itch”, le cellule Ki67-positive aumentano
nell’epidermide di questi topi rispetto ai topi WT.

Espressione dei marcatori epidermici nei topi Itch”

Per caratterizzare ulteriormente 1’epidermide dei topi Itch™, sono stati
effettuati esperimenti di immunofluorescenza, andando ad analizzare
I’espressione di diversi marcatori della pelle nei topi NB. Le sezioni di cute
sono state analizzate per 1’espressione sia di marcatori dello strato basale
proliferante (K14) che di marcatori degli strati differenzianti della pelle,
come la K10 (marcatore precoce del differenziamento), I’involucrina e la
loricrina (marcatori tardivi). Nella Fig. 3a si osserva che i topi Itch™
presentano un’espressione sensibilmente maggiore del marcatore dello strato
basale, K14, rispetto ai topi di controllo. In particolare si pud osservare uno
strato di cellule proliferanti in pil nel topo Itch”. Anche I’espressione della
K10 risulta essere aumentata in questi topi, che infatti mostrano un maggiore
spessore dello strato spinoso, mentre 1’espressione dei marcatori tardivi del
differenziamento, involucrina e loricrina, non sembra essere modificata.

Lo stesso tipo di analisi ¢ stato effettuato per valutare 1’espressione dei
marcatori epidermici in topi Itch” adulti. Come mostrato in Fig. 3b,
I’espressione di tutti i marcatori analizzati, sia quelli espressi nello strato
proliferante che in quello differenziativo, non sembra essere alterata nei topi
adulti Itch”.

Differenziamento dei cheratinociti Itch”

I dati fin ora ottenuti indicano che i topi Itch” mostrano un’alterazione
nel differenziamento epidermico. Per caratterizzare questa alterazione, &
stato analizzato il differenziamento dei cheratinociti messi in coltura. In
questo esperimento i cheratinociti sono stati prelevati da topi NB e indotti a
differenziare ex vivo, mediante 1’aggiunta di CaCl,. Inizialmente ¢ stata
analizzata I’espressione di vari marcatori epidermici attraverso esperimenti
di PCR real-time (Fig. 4). In Fig. 4a si osserva che I’espressione del
messaggero per la K5, marcatore espresso negli strati basali proliferanti
dell’epidermide, diminuisce piu lentamente durante il differenziamento nei
cheratinociti Itch” rispetto a quelli WT. I livelli di K10, marcatore precoce
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Figura 3. Espressione dei marcatori epidermici nei topi Itch”. Immunofluorescenze di
sezioni di cute di topi NB (a) e adulti (b). Le sezioni sono state colorate (verde) con anticorpi
contro marcatori degli strati basali (K5) e differenziativi (K10, involucrina, loricrina)
dell’epidermide. I nuclei sono stati marcati utilizzando il colorante DAPI (blu). Le barre
rappresentano 40 mm.
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del differenziamento, aumentano invece in modo decisamente pil rapido in
questi cheratinociti (Fig. 4b). D’altra parte, i livelli dei messaggeri per la
TGS (Fig. 4¢) e per I'involucrina (Fig. 4d), marcatori del differenziamento
tardivo, aumentano pit lentamente durante il differenziamento dei
cheratinociti Itch”, come se il processo fosse rallentato dalla mancanza di
Itch. Per confermare queste osservazioni anche a livello proteico, estratti di
cheratinociti murini indotti a differenziare ex vivo sono stati analizzati per
Western blot. La Fig. 4e mostra che anche a livello proteico 1’espressione
dei marcatori epidermici viene alterato durante il differenziamento nei topi
Itch”™ rispetto a quelli WT. In particolare si osserva che durante il
differenziamento la K5 diminuisce pit lentamente, la K10 aumenta piu
velocemente e I’involucrina aumenta piu lentamente.

Espressione dei substrati di Itch nei topi Itch”

Itch ¢ una E3 ubiquitina ligasi che controlla la degradazione di vari
substarti coinvolti in numerosi processi cellulari. Tra questi ci sono vari
fattori di trascrizione che hanno un ruolo importante nello sviluppo
dell’epidermide, come p63, cJun, JunB e Notchl (Melino et al., 2008). Dato
che I’espressione di alcuni marcatori epidermici, controllata da questi fattori
di trascrizione, risulta alterata nei topi Itch™, i livelli di espressione di questi
fattori trascrizionali sono stati analizzati nell’epidermide di questi topi.
L’espressione dei substrati di Itch ¢ stata inizialmente analizzata attraverso
esperimenti di immunofluorescenza, in topi NB Fig. 5a. L’espressione di
queste proteine ¢ stata quantificata misurando il numero di cellule positive
(per p63, cJun e JunB) o I’intensita media della colorazione (per Notchl). Il
grafico in Fig. Sb rappresenta 1’espressione relativa dei substrati di Itch
nell’epidermide. L’espressione di tutte le proteine analizzate ¢
significativamente aumentata nell’epidermide dei topi Itch™.

L’espressione di p63, cJun e JunB ¢ stata inoltre valutata in cheratinociti
primari indotti a differenziare, tramite Western blot. Come si pud vedere in
Fig. Sc, in tutti e tre i casi, D’espressione diminuisce durante il
differenziamento fino a scomparire. Nei topi Itch” questa diminuzione viene
pero rallentata.
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Figura 4. Espressione dei marcatori epidermici in cheratinociti Itch” in
differenziamento. Livelli di espressione dei messaggeri codificanti per K5 (a), K10 (b), TGS
(¢) e involucrina (d) analizzati tramite PCR real-time. I grafici rappresentano la media + d.s.
di tre esperimenti indipendenti. (e) Livelli di espressione dei marcatori epidermici analizzati
tramite Western blot. I livelli d’espressione della 3-Actina sono stati utilizzati come controllo
del caricamento.
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Figura 5. Espressione dei substrati di Itch in topi Itch”. (a) Immunofluorescenze di
sezioni di cute di topi NB. Le sezioni sono state marcate (rosso) con anticorpi contro i
substrati di Itch. I nuclei sono stati marcati utilizzando il colorante DAPI (blu). (b)
Quantificazione dell’espressione dei substrati di Itch nell’epidermide. Per p63, cJun e JunB le
cellule positive sono state contate rispetto ai nuclei totali. Per Notchl ¢ stata valutata
I’intensita media della colorazione. I grafici rappresentano la media + d.s. di tre topi analizzati
in un esperimento rappresentativo (¥*P<0.05). (¢) Livelli di espressione dei substrati di Itch in
cheratinociti murini differenzianti, analizzati tramite Western blot. I livelli d’espressione della

-Actina sono stati utilizzati come controllo del caricamento. La barra rappresenta 40 pum.
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Formazione della barriera epidermica nei topi Itch™

Molti modelli murini in cui viene alterata 1’espressione dei marcatori del
differenziamento epidermico mostrano alterazione nella formazione della
barriera epidermica (Matsuki et al., 1998; Koch et al., 2000). La formazione
di una barriera epidermica funzionale avviene tra i giorni E16.5 e E17.5 ¢
coincide con la formazione dello strato corneo (Hardman et al., 1998). Per
esaminare se la formazione della barriera epidermica fosse alterata nei topi
Itch™ & stato eseguito il saggio di penetrazione del colorante blu di toluidina.
In questi esperimenti i topi analizzati a vari stadi embrionali appartengono
alla stessa progenie, affinché siano analizzati allo stesso stadio dello
sviluppo. Come mostra la Fig. 6a, la formazione della barriera epidermica
avviene essenzialmente allo stesso modo negli embrioni Itch™ rispetto a
quelli WT: al giorno E16.5 gli embrioni sono totalmente permeabili al
colorante, al giorno E17.5 la barriera inizia a formarsi dal dorso verso il
ventre dell’embrione, variando leggermente tra topo e topo, mentre al giorno
E18.5 la barriera ¢ completamente formata sia nei topi Itch” sia in quelli
WT.

Anche nel saggio di penetrazione del colorante Lucifer yellow non ci
sono differenze tra i due genotipi. Infatti, come si puo vedere nella Fig. 6b il
colorante (in verde) rimane associato allo strato corneo, senza mai penetrare
negli strati sottostanti, sia nei topi Itch” sia in quelli WT.

Dopo la nascita, lo strato corneo crea una barriera per la diffusione di
materiale dall’interno verso 1’esterno (Chen et al., 1997). Allo scopo di
analizzare se questo tipo di diffusione fosse alterata nei topi Itch” & stato
realizzato un saggio di diffusione utilizzando un reagente biotinilato, il quale
¢ stato iniettato sottocute nei topi NB. La diffusione di questo reagente ¢
stata analizzata tramite immunofluorescenza usando streptavidina (molecola
legante la biotina) coniugata con un fluoroforo. In Fig. 6¢ si osserva che nei
due genotipi analizzati non c’¢ diffusione del reagente nello strato corneo,
dimostrando la formazione di una barriera epidermica normale anche nei
topi Itch™.

Esposizione ai raggi UVB dei topi Itch”
I dati ottenuti dimostrano che il fenotipo epidermico osservato nei topi

Itch™ non altera Iefficienza della barriera epidermica. Una delle funzioni pi
importanti della cute & quella di proteggere contro gli stress ambientali. Le
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radiazioni UVB rappresentano uno degli stress di maggiore rilevanza ai quali
la cute & esposta. Per analizzare come la cute dei topi Itch” risponde ai raggi
UVB, il dorso di topi NB ¢ stato irradiato con una dose 100 mJ/cm’ di raggi
UVB. Dopo 24 ore i topi sono stati sacrificati e una biopsia del dorso ¢ stata
processata e utilizzata per fare un saggio TUNEL. Il saggio TUNEL
(terminal dUTP nick-end labeling) ¢ un metodo utilizzato per analizzare la
frammentazione del DNA, risultante da segnali apoptotici come i raggi
UVB. Il saggio permette di rilevare la presenza di tagli nel DNA mediante
I’azione della trasferasi di deossinucleotidi terminale, un enzima che
catalizza I’addizione di dUTP che vengono in seguito marcati. In Fig. 6d si
osserva che dopo irradiazione con raggi UVB appaiono cellule apoptotiche
(in rosso) nell’epidermide di entrambi i topi. L’apoptosi nell’epidermide &
stata quantificata misurando il numero di cellule TUNEL-positive lungo una
distanza lineare. Il grafico in Fig. 6e mostra che, in entrambi i genotipi, il
numero di cellule TUNEL-positive & pressoché lo stesso.

Ruolo di Itch nel riparo della ferita

Il riparo della ferita & un processo evolutivamente conservato in cui
avviene la riformazione della barriera epidermica (Werner & Grose 2003). In
questo processo sono coinvolti numerosi tipi cellulari quali cheratinociti,
fibroblasti, cellule endoteliali, macrofagi e piastrine. La migrazione,
infiltrazione, proliferazione e differenziamento di queste cellule porta alla
formazione di un nuovo tessuto e la chiusura della ferita. Dato il fenotipo
iperproliferante osservato nei topi Itch”, & stato analizzato se Itch potesse
avere un ruolo nel processo di chiusura della ferita. A questo scopo, ferite
del diametro di 1 cm?sono state fatte sul dorso di topi di circa 8 settimane di
eta. L’area della ferita ¢ stata misurata giornalmente fino alla completa
chiusura. In Fig. 7a viene graficata I’area della ferita in funzione del tempo,
nei due gruppi di topi. Nel grafico si pud vedere che il processo viene
accelerato nei topi Itch™. Infatti, 1’area della ferita & a ogni punto sempre pil
piccola nei topi Itch™ rispetto ai topi WT & quindi si chiude completamente
prima (14 giorni nei topi Itch™ rispetto a 18 giorni nei topi WT).

Durante la fase di ri-epitelizzazione giocano un ruolo cruciale le cheratine
K6 e K14, marcatori di proliferazione cellulare (Wojcik et al., 2000; Chan et
al., 2002). Esperimenti di immunoistochimica sono stati effettuati per
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Figura 6. Formazione della barriera epidermica nei topi Itch”. (a) Fotografie di
embrioni murini colorati con blu di toluidina 0,1%. Gli embrioni sono stati isolati nei giorni
indicati. (b) Immunofluorescenze di sezioni di cute di topi NB colorati con Lucifer yellow
(verde). (¢) Immunofluorescenze di sezioni di cute di topi NB iniettati sottocute con un
reagente biotinilante e in seguito marcati con streptavidina (rosso). (d) Immunofluorescenze
di sezioni di cute di topi NB irradiati con raggi UVB e successivamente marcati mediante
saggio TUNEL (rosso). (e) Quantificazione delle cellule TUNEL-positive nell’epidermide. Le
cellule TUNEL-positive dell’epidermide sono state contate lungo una distanza lineare di 1
mm. Il grafico rappresenta la media + d.s. di tre topi analizzati in un esperimento
rappresentativo (*P<0.05). I nuclei in b, ¢ e d sono stati marcati con il colorante DAPI (blu).
Le barre rappresentano 40 pm in b e ¢ e 60 um in d.
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valutare 1’espressione di questi marcatori nell’area della ferita. La Fig. 7b
mostra che sia la K6 sia la K14 vengono espresse in piu strati di cellule nei
topi Itch™ rispetto ai topi WT. Inoltre lo spessore del tessuto rigenerato &
sensibilmente pill grande nei topi Itch™.
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Figura 7. Riparo della ferita nei topi Itch”". (a) Quantificazione della chiusura della
ferita in topi adulti. Il grafico rappresenta la media + d.s. di tre esperimenti indipendenti
(*P<0.05). (b) Immunoistochimica in sezioni di cute dell’area della ferita. Le sezioni sono
state colorate con anticorpi contro marcatori di proliferazione, K6 e K14. La barra rappresenta

60 pm.
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Nel corso degli anni sono stati identificati diversi substrati di Itch, molti
dei quali sono importanti fattori che regolano la risposta immunitaria e la
morte cellulare. Questo si ¢ rivelato importante per spiegare i difetti
osservati nel topo Itchy. Gli animali utilizzati in questo studio, infatti, non
esprimono la proteina Itch e sviluppano, dopo circa sei mesi di vita, gravi
difetti immunitari e infiammatori, manifestando prurito persistente (Perry et
al., 1998). Molti substrati di Itch sono inoltre fattori di trascrizione che
controllano la proliferazione e il differenziamento dei cheratinociti,
regolando la progressione spazio-temporale del differenziamento epidermico
(Melino et al., 2008). E quindi logico pensare che la degradazione di questi
fattori mediata da Itch abbia un ruolo nella biologia della cute. Il principale
regolatore della proliferazione dei cheratinociti basali ¢ la proteina p63. In
accordo con [I’attuale modello I’isoforma ANp63 ¢& responsabile del
mantenimento del potenziale proliferativo dello strato epidermico basale,
mentre 1’isoforma TAp63 ¢ coinvolta nelle prime fasi differenziative (Candi
et al., 2006). La degradazione di p63 nell’epidermide blocca quindi la
proliferazione dei cheratinociti basali che in questo modo vengono
indirizzati a differenziare. I recettori Notch sono invece implicati nella
regolazione della transizione tra cellule basali proliferanti e cellule
soprabasali differenzianti, determinando il differenziamento dei progenitori
basali in cellule dello strato spinoso. Infatti, Notchl inibisce 1’espressione
dei geni tipicamente espressi negli strati basali, mentre attiva I’espressione di
geni coinvolti nel differenziamento epidermico precoce (Blanpain et al.,
2006). La degradazione di Notchl nell’epidermide regola quindi il destino
delle cellule spinose e il differenziamento dei cheratinociti. Nell’epidermide
dei topi Itch” I’espressione di p63 e Notchl ¢ alterata e questo puo spiegare,
almeno in parte, I’ispessimento epidermico osservato in questi animali. In
condizioni normali Itch, degradando p63, diminuisce la capacita proliferativa
dei cheratinociti dallo strato basale, permettendo a Notch1 di promuovere la
transizione strato basale/spinoso (Fig. 1a). Nel topo Itch™, la mancanza di
Itch causa un accumulo dei suoi substrati, che risulta in una
iperproliferazione epidermica, accompagnata da un aumento dell’espressione
di marcatori dello strato basale come la K14, e di conseguenza un aumento
del numero di cheratinociti indirizzati al differenziamento (Fig. 1b).
L’aumento di proliferazione ¢ dovuto molto probabilmente a un accumulo di
p63 nelle cellule dello strato basale. Nei topi Itch” oltre a una maggiore
proliferazione basale, c’¢ un aumento dell’espressione di marcatori dello
strato spinoso come la K10. L’aumento dello strato spinoso ¢ probabilmente
dovuto a un accumulo di Notchl1. Infatti, il fenotipo epidermico mostrato da
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Figura 1. Possibile ruolo di Itch nello sviluppo epidermico. a) Itch, abbassando i livelli
di p63, facilita lo spostamento dei cheratinociti dallo strato basale agli strati superiori,
permettendo a Notchl di promuovere la transizione strato basale/spinoso. b) La mancanza di
Itch altera 1’espressione dei suoi substrati, causando iperproliferazione epidermica e di
conseguenza un aumentato numero di cheratinociti indirizzati al differenziamento.
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topi in cui Notchl ¢ costitutivamente attivato nell’epidermide (situazione
simile ai topi Itch”) mostra una grande espansione dello strato spinoso
(Blanpain et al., 2006). Quindi, I’aumento dello spessore cutaneo dei topi
NB di Itch” & dovuto ad almeno due fenomeni (Fig. 1b): (i) elevati livelli
proteici di p63 e conseguente aumento della proliferazione dello strato
basale; (ii) accumulo di Notch1 che causa un’espansione dello strato spinoso
dell’epidermide.

I risultati ottenuti mostrano che nell’epidermide dei topi Itch” viene
alterata anche 1’espressione dei fattori di trascrizione del complesso AP-1,
cJun e JunB. E ben noto che il complesso AP-1 regola molti geni codificanti
per proteine coinvolte nello sviluppo epidermico. Questi includono proteine
espresse negli strati differenzianti precoci, ma anche negli strati
differenzianti piu tardivi (Zenz&Wagner 2006). Risulta quindi difficile
speculare sulle conseguenze dell’aumentata espressione di queste proteine
nell’epidermide in cui manca Itch. Molto probabilmente in questi topi la
concomitante sovraespressione di p63, Notchl, cJun e JunB, fa si che questi
ultimi due agiscano piu che altro regolando proteine espresse durante il
differenziamento precoce, piuttosto che quelle espresse negli strati piu
differenziati, contribuendo all’espansione dei cheratinociti dello strato
spinoso. Analizzando il differenziamento dei cheratinociti, infatti, si osserva
che nei topi Itch” questo processo viene rallentato.

L’epidermide ha la funzione di fornire agli organismi una barriera fisica
essenziale alla loro sopravvivenza. Questa barriera ¢ rappresentata
dall’involucro corneo, il quale esclude sostanze e microorganismi esterni e
impedisce la perdita di liquidi vitali in modo da garantire le proprieta
specifiche della cute. L’importanza delle proteine che compongono
I’involucro corneo appare chiara dall’analisi di modelli murini in cui la loro
espressione ¢ alterata. Infatti, questi topi presentano un’alterazione della
barriera epidermica (Matsuki et al., 1998; Koch et al., 2000). Nella pelle dei
topi Itch”, nonostante I’espressione di alcuni marcatori epidermici sia
alterata, la barriera epidermica ¢ funzionale allo stesso modo che nei topi
WT, come dimostrato da saggi di diffusione o da esposizione a stress
ambientali come i raggi UVB.

Rimane da spiegare perché il fenotipo iperproliferativo osservato nei topi
Itch™, e quindi I’ispessimento epidermico, & presente solo nei topi appena
nati. Infatti, I’epidermide dei topi Itch” adulti & del tutto simile a quella dei
topi WT, sia come spessore sia come espressione dei marcatori epidermici.
Questo puo dipendere dal fatto che i topi NB hanno una cute neo-formata
che probabilmente non ¢ ancora in grado di rimediare alla mancanza di Itch,
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come invece avviene nell’epidermide dei topi adulti, oppure tale fenomeno
risente dello sviluppo dei follicoli piliferi. Nell’adulto, infatti, il 90% della
cute ¢ occupata dai follicoli piliferi e solo il 10% rappresenta la cute
interfollicolare. E possibile che Itch non abbia alcun ruolo nel controllare la
proliferazione dei peli, quindi la sua mancanza nella cute di adulto ¢
compensata da altri meccanismi che regolano la proliferazione e il ciclo
pilifero. L’osservazione che la cute dei topi Itch” adulti risulta essere molto
simile al WT (sia in relazione alla proliferazione che allo spessore)
suggerisce che, almeno per cid che riguarda p63 e i meccanismi che
controllano i suoi livelli proteici endogeni, ci sia una differenza del ruolo di
Itch e miR-203. Recentemente, infatti, ¢ stato dimostrato che miR-203 regola
i livelli di p63 (Yi et al., 2008). Dai dati ottenuti ¢ evidente che i livelli
proteici di p63 durante lo sviluppo embrionale e nei NB sembrano essere
regolati principalmente da Itch, mentre nell’adulto ¢ possibile che i livelli di
p63 siano regolati principalmente dal miR-203. Tale equilibrio sembra
essere alterato in condizioni di stress quali il riparo della ferita.

Durante la rimarginazione delle ferite si ha una nuova epitelizzazione. In
questo processo intervengono numerosi tipi cellulari che attraverso la
proliferazione, la migrazione e il differenziamento portano alla formazione
di un nuovo tessuto e alla chiusura della ferita (Werner & Grose, 2003). La
mancanza di Itch rappresenta un vantaggio per quanto riguarda la chiusura
della ferita. Infatti, le ferite dei topi Itch” si chiudono prima rispetto a quelle
dei topi WT. Inoltre nell’area della ferita nei topi Itch” ¢’¢ una maggiore
espressione dei marcatori di proliferazione K6 e K14. Tali risultati lasciano
ipotizzare che Itch potrebbe avere un ruolo nella formazione di nuovo
epitelio, come avviene nel riparo della ferita, piuttosto che nel mantenimento
dell’omeostasi del tessuto cutaneo dell’adulto. La modulazione dell’attivita
di Itch potrebbe quindi avere un impatto nella chiusura della ferita. Questa
osservazione ¢ molto interessante e apre nuove aspetti nell’utilizzo di un
inibitore specifico di Itch in quelle patologie in cui il riparo della ferita
risulta essere rallentato, come ad esempio nei pazienti diabetici (Brem &
Tomic-Camic, 2007). Un altro studio interessante sarebbe quello di
caratterizzare le interazioni mesenchimali-epiteliali alla base del processo di
chiusura della ferita.

Alterazioni nelle interazioni mesenchimali-epiteliali sono alla base di
malattie umane come la psoriasi. La psoriasi ¢ una delle piu comuni forme di
dermatite cronica. E una malattia infiammatoria non infettiva e solitamente
recidiva. Le lesioni psoriasiche si presentano a livello istologico come zone
di iperproliferazione, con una incompleta maturazione dei cheratinociti e
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mantenimento dei nuclei nello strato corneo (paracheratosi), accompagnate
da neovascolarizzazione e infiltrazione di linfociti nell’epidermide. In questo
lavoro ¢ stato dimostrato che la mancanza di Itch induce iperproliferazione
delle cellule dello strato basale, per cui risulta logico ipotizzare che questa
proteina possa avere un ruolo anche nell’eziologia della psoriasi. Studi futuri
rivolti ad analizzare il contributo di Itch nello sviluppo di questa malattia
saranno importanti per lo sviluppo di nuove terapie e farmaci in grado di
contrastare questa patologia. In questo senso ¢ stato dimostrato che
I’espressione delle proteine AP-1, substrati di Itch, & implicata nello sviluppo
della psoriasi (Zenz et al., 2005).

Un’altra applicazione dell’uso di questo modello murino sarebbe quella
di determinare se Itch possa avere un ruolo nelle trasformazioni
neoplastiche. Infatti, diversi regolatori trascrizionali, substrati di Itch, sono
coinvolti in processi quali crescita cellulare, differenziamento e apoptosi
(Melino et al., 2008).
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Animali

I topi Itch” sono in un background C57BL10 come descritto prima
(Parravicini et al., 2008). I topi eterozigoti per Itch sono stati incrociati per
ottenere progenie Itch™*, Itch*" e Itch”. Il genotipo dei topi & stato
determinato attraverso PCR su DNA estratto dalle code degli animali
utilizzando il kit Maxwell 16 Mouse Tail DNA Purification (Promega). Per
identificare il gene agouti (presente solo nei topi WT) ¢ stata eseguita la
seguente reazione: 95°C x 3 min, 45 x (95°C x 30 s, 49°C x 1 min, 72°C x
45 s), 72°C x 5 min, utilizzando i primer mAgoF 5’-ttttgctctgaccatgtaag-3’ e
mAgoR 5’-gaaggatcaaaagggtgtaag-3’. Per identificare il gene mutato ifch
(presente solo nei topi Itch™) & stata eseguita la seguente reazione: 95°C x 3
min, 45 x (95°C x 30 s, 57°C x 1 min, 72°C x 45 s), 72°C x 5 min,
utilizzando 1 primer mAgoF 5’-ttttgctctgaccatgtaag-3° e mltchR 5°-
gaccacttagtgtccag-3’.

Colture cellulari

I cheratinociti primari sono stati isolati dalla cute di topi appena nati
(New Born, NB) (Yuspa et al., 1989). La cute, rimossa dal resto del corpo, ¢
stata incubata in una soluzione contenente tripsina/EDTA per tutta la notte
(Over Night, O/N) a 4°C. In seguito a digestione, I’epidermide & stata
finemente triturata e centrifugata per ottenere i cheratinociti murini. Per
mantenere queste colture cellulari sono state utilizzate piastre collagenate e
un terreno contenente 0.05 mM Ca®*, mentre per il differenziamento & stata

utilizzata una concentrazione di calcio finale a 1.2 mM.

Istologia e immunofluorescenza
I tessuti sono stati fissati in paraformaldeide 4% ¢ inclusi in paraffina. Le

sezioni di uno spessore di 5 um sono state quindi colorate con
ematossilina/eosina o processate per I’analisi di immunofluorescenza.
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Microscopia confocale

Dopo sparaffinazione (Histolemon), le sezioni sono state reidratate in
soluzioni di alcool e acqua distillata. In seguito, i campioni sono stati bolliti
per tre cicli da 5 min in microonde (300 W), in una soluzione di sodio citrato
0,0IM a pH 6, allo scopo di promuovere I’esposizione dell’antigene. Per
ridurre i fenomeni di autofluoresceza le sezioni sono state incubate O/N a
4°C in una soluzione 0,01M di tetraidroborato di sodio in PBS. Gli antigeni
aspecifici sono stati bloccati tramite incubazione con una soluzione 10% di
siero di capra in PBS per 2 h a RT. Le sezioni sono state incubate O/N con i
seguenti anticorpi  primari: anti-BrdU monoclonale (NCL-BrdU,
Novocastra), anti-Ki67 monoclonale (NCL-Ki67p, Novocastra), anti-
cheratina 14 murina (MK14) policlonale (PRB-155P, Covance), anti-
cheratina 10 murina (MK10) policlonale (PRB-159P, Covance), anti-
involucrina policlonale (PRB-140C, Covance), anti-loricrina policlonale
(PRB-145P, Covance), anti-p63 monoclonale (MS-1084, Neomarkers), anti-
cJun policlonale (SC-1694, Santa Cruz), anti-JunB policlonale (sc-46, Santa
Cruz), anti-Notch policlonale (SC-6014, Santa Cruz). Le sezioni sono state
lavate tre volte con PBS e quindi incubate per 1 ora con gli anticorpi
secondari coniugati con Alexa Fluor 488 o 568 (Molecular Probes). Dopo
due lavaggi in PBS, le sezioni sono state incubate per 5 min con DAPI per
colorare i nuclei e montate con un vetrino coprioggetto utilizzando il kit
Prolong Antifade Kit (Invitrogen). La fluorescenza ¢ stata analizzata con un
microscopio confocale (Nikon, C1 su Eclipse TE200; EZC1 software)
equipaggiato con un laser argon (eccitazione a 488 nm), un laser He/Ne
(eccitazione a 542 nm) e diodo blu (eccitazione a 405 nm).

Misurazione dello spessore epidermico

La quantificazione dello spessore epidermico interfollicolare dei topi NB
¢ stata effettuata misurando la distanza tra strato basale e strato granuloso. In
ogni esperimento sono stati analizzati tre topi diversi per genotipo,
misurando dieci regioni per topo.

Incorporazione della bromodeossiuridina (BrdU)

Le tope incinte sono state iniettate intraperitoneo con una soluzione
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contenente BrdU (50 mg/kg) 4 ore prima di sacrificarle. L’incorporazione
della BrdU nell’epidermide interfollicolare ¢ stata analizzata sugli embrioni
al giorno di sviluppo embrionale 18.5 (E18.5). La quantificazione
dell’incorporazione della BrdU ¢ stata effettuata contando il numero di
nuclei BrdU-positivi lungo una distanza lineare di 0,6 mm. In ogni
esperimento sono stati analizzati tre topi diversi per genotipo, misurando
dieci regioni diverse per topo.

Espressione dei substrati di Itch nell’epidermide

La quantificazione dell’espressione dei substrati di Itch nell’epidermide
interfollicolare ¢ stata effettuata misurando il numero di nuclei positivi
all’anticorpo rispetto al numero di nuclei totale (per p63, cJun e JunB) o
I’intensita media della colorazione (per Notchl). In ogni esperimento sono
stati analizzati tre topi diversi per genotipo, misurando dieci regioni diverse
per topo.

Saggio di formazione della barriera epidermica

La colorazione con il blu di toluidina degli embrioni ¢ stata effettuata
come precedentemente descritto (Hardman et al., 1998). Gli embrioni sono
stati deidratati mediante incubazioni in soluzioni 25%, 50%, 75% e 100% di
metanolo in PBS (1 min ciascuna). Gli embrioni sono stati quindi reidratati
utilizzando la stessa serie di soluzioni, lavati in PBS e colorati per 1 min in
0.0125% blu di toluidina (Sigma) in PBS. Dopo lavaggio in PBS, gli
embrioni sono stati fotografati.

Per il saggio di penetrazione del colorante Lucifer yellow (Invitrogen), il
dorso dei topi NB ¢ stato messo a contatto con una soluzione 1 mM del
colorante in PBS a 37°C. Dopo 1 ora di incubazione i topi sono stati
sacrificati e la cute del dorso ¢ stata prelevata ¢ inclusa in OCT (Thermo
Scientific). Sezioni di 5 um di spessore sono state quindi analizzate al
microscopio.

Il saggio di formazione della barriera epidermica utilizzando la tecnica di
biotinilazione ¢ stato eseguito in accordo a un metodo sviluppato
precedentemente (Chen et al., 1997). 50 ul di una soluzione 10 mg/ml EZ-
Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) in PBS, contenente 1 mM di CaCl,, ¢
stata iniettata sottocute nel dorso di topi NB. Dopo 30 min di incubazione, i
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topi sono stati sacrificati e la cute, prelevata dal dorso, ¢ stata inclusa in
OCT. Sezioni di 5 wm di spessore sono state fissate in 95% etanolo a 4°C per
30 min e in seguito 100% acetone a RT per 1 min. Le sezioni sono state
incubate bloccate in una soluzione 10% di siero di capra in PBS per 30 min e
incubate con Streptavidin Texas red (Oncogene) per 30 min.

Esposizione ai raggi UVB

Il dorso di topi NB ¢ stata irradiata con una dose 100 mJ/cm* di raggi
UVB. Dopo 24 ore i topi sono stati sacrificati e la cute prelevata e incubata
in OCT. 1l saggio TUNEL ¢ stato eseguito su sezioni di 5 um di spessore,
secondo le istruzioni del fornitore (Roche). La quantificazione delle cellule
apoptotiche & stata effettuata contando il numero di nuclei TUNEL-positivi
lungo una distanza lineare di 1 mm. In ogni esperimento sono stati analizzati
tre topi diversi per genotipo, misurando dieci regioni diverse per topo.

Western blot

I cheratinociti primari murini sono stati lisati in un tampone contenente
100 mM Tris-HCI pH 8.5, 1% SDS, 20 mM DTT e 5 mM EDTA. Gli estratti
cellulari totali sono stati risolti in un gel di poliacrilammide SDS-10% e
trasferiti su membrana PVDF (G&E Healthcare). Le membrane sono state
bloccate con una soluzione blocking (5% latte, 0,1% Tween 20 in PBS),
incubate con anticorpi primari per 2 ore a temperatura ambiente (Room
Temperature, RT), lavate e ibridate per 1 ora a RT, utilizzando anticorpi
secondari coniugati con HRP (BioRad). La rilevazione delle proteine ¢ stata
effettuata utilizzando il kit chemiluminescente ECL (Perkin Elmer).Gli
anticorpi primari utilizzati sono i seguenti: anti-cheratina 5 murina (MKS5)
policlonale (PRB-160P, Covance), anti-cheratina 10 murina (MKI10)
policlonale (PRB-159P, Covance), anti-involucrina policlonale (PRB-140C,
Covance), anti-p63 monoclonale (MS-1084, Neomarkers), anti-cJun
monoclonale (610326, BD), anti-JunB policlonale (SC-73, Santa Cruz), anti-
-actin monoclonale (A5441, Sigma), anti-Itch monoclonale (611198, BD).
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PCR real-time

L’RNA ¢ stato estratto dai cheratinociti primari murini utilizzando il kit
RNAeasy (Qiagen). 500 ng di RNA sono stati retrotrascritti utilizzando il kit
InPromll (Promega) e un decimo di ciascuna retrotrascrizione ¢ stata
utilizzata per la reazione di PCR. La reazione di PCR real-time ¢ stata
eseguita utilizzando Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG con Rox
(Invitrogen), seguendo il seguente programma di amplificazione: 95°C x
3min, 40 x (94°C x 20 s, 60°C x 1 min). L’amplificazione ¢ stata seguita da
un protocollo di curva di appaiamento realizzata secondo le istruzioni dello
strumento ABI 7500 (Applied Biosystems).I primer utilizzati sono i
seguenti: mKS5F 5’-tccagaacgccattgctgaag-3’ e mK5R 5-
ccgtagccagaagagacactgtttg-3° (per la cheratina 5 murina); mKI10F 5°-
aggctttggtggtegtggattc-3° e mKI10R 5’-gcattgtcagttgtcagggtgagg-3° (per la
cheratina 10 murina); mTGSF 5’-cagcccaggagccagaag-3° e mTGSR 5°-
ggccteggeggacaac-3°  (per la transglutaminasi 5 murina); mInvF 5°-
tcteectectgtgagtttgtttgg-3° ¢ mlInvR  5’-cagtgaagacctggceattgtgtagg-3°  (per
I’involucrina murina). La (3-actina ¢ stata utilizzata come gene housekeeping
per la normalizzazione primer utilizzati sono: mActF 5’-
tgteectgtatgectetggtcg-3° e mActR  5’-gaaccgetegttgecaatagtg-3’.  La
quantificazione relativa dell’espressione genica ¢ stata calcolata in accordo
al metodo AACT descritto nel manuale ABI User Bulletin no. 2 (Applied
Biosystems).

Ferite

Topi di 8 settimane di eta sono stati anestetizzati e depilati sul dorso.
Sulla cute precedentemente disinfettata con una garza imbevuta di etanolo
70%, ¢ stata praticata una ferita escissionale con un punch del diametro di 6
mm nella parte mediana del dorso. L’area delle ferite & stata misurata il
giorno dell’induzione delle lesioni, e successivamente, a intervalli di due
giorni fino alla completa chiusura. I tracciati delle ferite, disegnati a mano su
un lucido trasparente applicato direttamente sulla ferita ai vari tempi di
misurazione, sono stati acquisiti come immagine al computer e la loro area ¢
stata misurata mediante il sistema di analisi di immagine KS 300, versione
3.0 (Zeiss).
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SPAGNOLO

ECCELLENTE
ECCELLENTE
ECCELLENTE

Tecniche di laboratorio: colture cellulari,
immunoistochimica, microscopia
confocale, manipolazione di acidi nucleici
e proteine, mantenimento e cura di colonie
murine, manipolazione di embrioni ed
organi murini.

Ottima conoscenza dei sistemi operativi
Windows e Mac OS. Ottima capacita di
utilizzo dei diversi applicativi del
pacchetto Office.
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