Biologia dello sviluppo 20-12-06
Proteine di adesione
Nell’embriogenesi abbiamo visto cellule che erano staccate e che si sono unite così come l’inverso. L’embriogenesi è basata su interazioni dirette o meno tra cellule.

Tratteremo come le cellule si uniscono o si attaccano tra loro. Se c’è un sistema biologico nel quale la plasticità è fondamentale, questo è l’embrione (esempio nella gastrulazione in cui abbiamo molti movimenti). Tutto questo è regolato da proteine di adesione. Esistono 2 classi di proteine di adesione tra cellule: Omotipiche (stesse cellule) o eterotipiche (esempio limite-> cellule diverse come l’uovo con lo spermatozoo). Il sangue e le cellule del sangue costantemente stabiliscono delle adesioni fra di loro o con altre cellule. Nella presentazione antigenica un macrofago ha digerito qualcosa che poi viene messo nel complesso maggiore di istocompatibilità e viene riconosciuto dal linfocita. Interazioni fra cellule non sono solo definitive come quelle ad esempio delle cellule epiteliali (giunzioni strette ecc…) ma le proteine di adesione svolgono una funzione enorme e varia all’interno dell’organismo. 

Ad esempio nella saldatura del tubo neurale abbiamo unione di cellule che si uniscono e tanti altri esempi. Il distacco allo stesso tempo, come l’adesione, è fondamentale. Le cellule delle creste neurali si staccano e questo è un evento importante. La gastrulazione avviene quando i micromeri si scollano perdendo proteine di adesione. Alcune di queste cellule poi si riuniscono tra loro. Il differenziamento altera anche le proteine di adesione espresse. Sfruttando alcuni enzimi come quelli che tagliano lipidi, zuccheri e proteine è stato possibile utilizzarli per vedere cosa teneva unite le cellule tra loro (proteine, lipidi o zuccheri?). Essi presero un tessuto vivo e lo sottoposero a queste tre classi di enzimi: proteasi, lipasi e glicosidasi. Se prendiamo un tessuto è aggiungiamo una lipasi non riusciamo a scindere cellule sane ma  solo morte. Con le glicosidasi il tessuto resta abbastanza integro. Se invece applichiamo delle proteasi come la tripsina dopo pochi minuti otteniamo da un tessuto delle cellule singole ma se le lasciamo in coltura, dopo un pò si riattaccano al tessuto. Così si scoprì che le cellule stanno insieme grazie a ponti di proteine. 
Tramite le spugne (che hanno un solo tipo di cellule a monostrato più cellule riproduttive) si fecero degli esperimenti per vedere se le proteine di adesione di spugne diverse, una chiara ed una scura, trattate con tripsina, vengono mescolate. Si osservò che le cellule scure si riuniscono con le cellule scure mentre le cellule chiare si riuniscono a quelle chiare. I due tipi cellulari si riuniscono in maniera specie specifica per tutti i tipi cellulari. Le proteine di adesione quindi si riformano ma in maniera specie specifica. All’interno della specie specificità c’è anche una tessuto specificità cioè cellule dello stesso tessuto si riuniscono nella loro posizione. Le proteine di adesione sono quindi molto specifiche sia come specie cellulare che come tessuto. 

Presa una blastula di anfibio, si prende un pezzo di piastra neurale e un pezzo di ectoderma. Essi vengono trattati con tripsina e si lasciano in coltura per un pò. Dopo si forma un aggragato di cellule e questo aggregato si riorganizza con ectoderma all’esterno e tubo neurale all’interno. Nell’embriogenesi, fin dai primi stadi di sviluppo, le proteine di adesione prodotte sono tessuto specifiche e anche con una certa specificità di posizionamento. Abbiamo priorità di organizzazione e quando si formano questi aggregati sferoidi la posizione segue sempre l’organizzazione dell’embrione: cellule ectodermiche all’esterno, cellule mesodermiche in mezzo e cellule endodermiche all’interno. Questo processo non è casuale ma ben regolato. Grazie alla scoperta della struttura delle membrane (mosaico fluido) e grazie allo sviluppo dell’immunologia per usare anticorpi, dei quali si sfrutta la loro grande specificità, si poterono fare dei passi avanti nello studio delle proteine di adesione. Tutto questo è avvenuto intorno agli anni 70’. Gli anticorpi possono essere policlonali e monoclonali. Gli anticorpi policlonali riconoscono più parti di un antigene (ad esempio una proteina). Gli anticorpi monoclonali riconoscono una sola porzione della proteina e sono specifici per quel tratto che riconoscono. Nel policlonale abbiamo tanti anticorpi che riconoscono la stessa proteina anche se non sappiamo quale sito specifico stiamo studiando. Nel monoclonale abbiamo una specificità del sito che viene riconosciuto e quindi ad esempio l’anticorpo blocca il legame con il ligando se quella regione era specifica per il legame con il ligando. Preso un embrione di pollo, dopo essere stato aperto, sono state prese cellule del tubo neurale che sono state messe in coltura. Da queste cellule sono state prese le componenti della membrana plamatica purificandoli. Messe tali componenti in un coniglio, sono stati generati molti anticorpi specifici. L’antisiero prodotto riconosceva un pò tutte le proteine della MP dell’embrione di pollo. Fra tutte queste proteine è stato necessario riconoscere solo quelle che erano di adesione grazie ad esperimenti di competizione. Per identificare quali anticorpi erano utili al loro fine hanno messo a punto questo sistema. Prese le cellule neurali in coltura, esse si attaccano e si legano tra loro formando un gruppetto di cellule. Se le cellule neurali separate si riuniscono vuol dire che dopo un pò si riformano. Mettendo le cellule neurali con gli anticorpi prodotti (siero di coniglio), gli anticorpi che si legano alle proteine di adesione bloccano l’adesione stessa per competizione. I ricercatori frazionarono gli anticorpi per selezionarli in modo da trovare un pool di anticorpi specifici per le proteine di adesione. Essi trovarono una frazione di anticorpi che inibivano l’adesione. Già allora esistevano delle tecnologie che permettevano di identificare le proteine riconosciute tramite Western Blot. Tramite questa tecnica si possono separare le proteine in base alla grandezza della proteina piuttosto che in base alla carica. Esse migreranno in base al loro peso molecolare se hanno la stessa carica. Quando mettiamo il nostro foglio di cellulosa con le frazioni di proteine ricavate dal western in mezzo all’anticorpo, questi ultimi legano le loro proteine specifiche antigeniche e, in base a dove è visualizzabile tale evento, possiamo sapere il peso molecolare della proteine. 

Se i ricercatori correvano un estratto di cellule neurali adulte, avevano una banda, se invece prendevano le stesse cellule ma prese dall’embrione, avevano una banda diversa più grande. 
N-Cam, neural cellular adesion molecule è una proteina di adesione che si scoprì aveva tre tipi diversi di espressione (a causa di splicing alternativo) che davano quindi bande diverse. Si ebbero quindi tre prodotti di splicing dello stesso gene. Durante l’embriogenesi N-Cam non viene maturato tramite splicing ma tutto il gene viene tradotto mentre nell’adulto vengono prodotte due forme diverse più piccole una da 180 e una da 140KD. N-Cam è una proteina intrinseca che viene modificata post-traduzionalmente con zuccheri di cui il terminale è l’acido sialico. Questi zuccheri rendono meno forti i legami tra le N-Cam. Gli zuccheri quindi interferiscono un pò con la migrazione del gel. Le forme dell’adulto sono più piccole e con molti meno zuccheri. Nell’embrione abbiamo una proteina più grande e con più zuccheri che rendono più debole il legame di adesione. Ciò è importante per tutte le funzioni che le cellule neurali embrionali devono svolgere, e quindi della plasticità di cui hanno bisogno. La N-Cam embrionale verrà solo dopo scambiata con le forme adulte che hanno legami più forti tra loro. N-Cam ha un peduncolo nella parte citoplasmatica, una regione transmembrana e degli occhielli fatti da ponti disolfuro. Se abbiamo due cellule che esprimono entrambe N-Cam, le Cam si appaiano come una zip affacciandosi sugli occhielli che le compongono. L’acido sialico da fastidio perché distorce un pò il ponte che si viene a formare tra le due N-Cam, questo facilita le varie funzioni delle cellule neurali embrionali. 

Nel fegato abbiamo le L-Cam che non differiscono tra embrione ed adulto. Questo ha senso perché il fegato si forma in una parte terminale dello sviluppo. Ng-Cam è un’altra proteina di adesione che interagisce con la glia. Esso è simile, tranne piccole differenze, all’N-Cam. La regione del peduncolo citoplasmatico serve ad influenzare la cellula. Quando la Cam è attaccata ad un'altra Cam essa ha un peduncolo diverso che permette alle cellule di sapere di stare in uno stato di pluricellularità o no. Quando due cellule hanno proteine di adesione “attive” (cioè sono legate ad altre cellule) non entraranno mai in mitosi. Se gli diamo tanti fattori di crescita esse muoiono perché l’essere impegnate in un legame significa non poter fare mitosi. La regione del peduncolo si lega al citoscheletro e spesso sono presenti G protein e/o chinasi che mediano i segnali all’interno della cellula. L’adesione ha quindi anche un gran valore funzionale oltre che di adesione. Si scoprì che l’anticorpo è una sorta di specializzata Cam perché la sua struttura è molto simile (stessa struttura ad occhielli), la famiglia è infatti la stessa. Quando gli anticorpi si legano stabiliscono un legame. Avremo quindi la famiglia delle immunoglobuline. Abbiamo tre grandi famiglie di proteine di adesione. Una è quella delle immunoglobuline. Esempio, N-Cam, CD4 e CD8 sono Cam del tipo immmunoglobuline. I virus sfruttano recettori di superficie o proteine di adesione. Oltre alle immunoglobuline abbiamo anche le caderine (calcio aderine), proteine che hanno bisogno di calcio per fare legami. La L-Cam è ad esempio una caderina. L’ultima famiglia è quella Saccharide mediated Cams, come la bindina (fecondazione), cioè proteine di adesione che necessitano di saccaridi. 

Nell’embrione delle cellule durante lo sviluppo devono potersi scollare. Finchè ad esempio le cellule del mesoderma stanno nella blastula rimangono legate, ma quando perdono le loro proteine di adesione potranno scollarsi ed entrare all’interno fino a quando non potranno rilegarsi ad altre cellule tramite specifiche proteine di adesione. Nel tubo neurale, quando esso si chiude, le cellule all’esterno sono quelle che diventano cellule neurali ma nello specifico cellule delle creste neurali che poi si spostano per svolgere diverse funzioni. Quelle invece all’interno del tubo neurale si legano fra loro perché hanno tutte le N-Cam di cui abbiamo già detto.                
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Tale adesione è data da speciali proteine dette Cam che vengono classificate in tre sottogruppi. Esse sono importanti perché fanno interagire le cellule fra di loro. Anche le giunzioni permettono l’adesione tra cellule. Tali proteine di adesione sono qualcosa di dinamico e non statico. Queste possono essere giunzioni stabili oppure giunzioni dinamiche come quelle che avvengono in cellule in movimento (sangue, macrofagi ecc…) che sono non definitive ma dinamiche. 

L’adesione stabile nella formazione di epiteli lega le cellule come cemento (esempio endotelio o cute) in cui le cellule non devono scollarsi. Poi avremo interazione fra cellule che possono essere di tre tipi. La prima è l’interazione omotipica in cui due cellule dello stesso tipo si legano. Esempio neuroni con N-Cam. Poi avremo cellule di tipo diverso che si devono unire come neuroni e glia (NG-Cam). Queste cellule hanno legami cellula cellula eterotipici. Un altro tipo di interazione è quella di unione tramite una molecola extracellulare di legame che può essere una proteina o uno ione a cui due cellule si legano. 

Gli occhielli contraddistinguono la famiglia delle Cam. Questa struttura ripetuta è potenziata da ponti disolfuro. Il numero di occhielli determina la Cam. Le differenze in alcune Cam sono date da splicing alternativo. Le Cam più tipiche sono quelle che hanno dominio intracellulare ed extracellulare. Il peduncolo citoplasmatico da un segnale alla cellula. Una cellula che è ingaggiata in legami con cellule vicine non può dividersi e nemmeno morire, questo perché è legata. Questi peduncoli organizzano inoltre il citoscheletro della cellula. Altre Cam hanno delle forme solubili secrete che possono influire con i legami, inibendoli. Quando due cellule devono staccarsi vengono secrete delle parti solubili che indeboliscono i legami e distaccano le Cam più facilmente. Le caderine che fanno parte della terza categoria vista sopra, necessitano di calcio. Le proteine di adesione nella loro porzione citoplasmatica organizzano il citoscheletro.  Quando una cellule lega un’altra cellula, questa riceve un segnale dato dall’ancoraggio al citoscheletro. In un tessuto abbiamo anche interazioni fra cellule e matrice extracellulare. Ogni epitelio avrà sotto una membrana basale. Nel connettivo sottostante avremo macrofagi, fibroblasti, mastociti. Quando noi parliamo di interazioni tra cellule e matrice dobbiamo considerare tutte queste cellule. Un vaso può entrare in contatto con altre cellule come macrofagi o fibroblasti. La matrice extracellulare è una struttura complessa fatta da proteine, zuccheri e da una sostanza liquida ricca di nutrienti. Essa deve sostenere i nostri tessuti, nutrirli. La MEC è molto importante per l’organismo. La matrice è prodotta da fibroblasti, osteoblasti e condroblasti in base al tipo di tessuto. Le componenti della matrice sono proteine e proteoglicani. Le proteine danno resistanza meccanica o interagiscono con la matrice. Avremo le proteine strutturali come i collageni e altre proteine fibrose come la fibronectina e la laminina che permettono innterazioni tra cellula e matrice. GAG = glicosamminoglicani. Le proteine devono dare sia struttura che resistenza ma anche specificità. I GAG servono in particolare a svolgere un ruolo più nutrizionale. I GAG sono fatti da proteine e zuccheri. Abbiamo la molecola di acido ialuronico come base e delle proteine su di esso che legano condroitin solfato e cheratin solfato. Gli zuccheri hanno molti OH e legano un sacco di molecole di acqua. L’acqua e i soluti vengono trattenuti da i GAG che fungono da “spugna”. Per questo i GAG hanno funzione nutritiva perchè le cellule si nutrono pescando da qui. Tutti i prodotti iniziali e di base del metabolismo saranno presenti. La matrice è un insieme di cellule che svolgono diverse funzioni, alcune costruiscono la matrice stessa, altre cellule difendono l’organismo (linfociti, macrofagi) mentre la matrice funge da supporto tramite le proteine strutturali come i collageni. E’ necessaria anche l’elastina che resiste alla pressione. Le proteine devono quindi supportare la matrice mentre i GAG servono a nutrire le cellule. Gli epiteli invece si nutrino dalla membrana basale tramite pinocitosi. Il legame alla matrice da anche la polarità alle cellule tramite particolari legami che si instaurano tra cellule e membrana basale. Anche le cellule come il fibroblasto sono polarizzate anche se non si legano alla membrana basale. La polarizzazione c’è sempre.  

La proteina più abbondante nel nostro organismo è il collagene. 

La fibronectina è una proteina che media il legame tra cellule e matrice extracellulare. Essa è una proteina di 2500 AA che è sempre sotto forma di omodimero cioè con due molecole identiche legate con ponti disolfuro al C-terminale. Essa si trova nella matrice extracellulare. Abbiamo diversi domini o “salciccie” che svolgono diversi ruoli. La fibronectina media l’interazione con diverse strutture come collagene, eparina e cellule. Il trimero AGD (arginina, glicina, asparagina e serina…) è tipico per le regioni di legame. Il collagene di tipo 4 si lega in un dominio particolare della fibronectina. Esso è concentrato soprattutto nelle membrane basali. La fibronectina ha diverse forme per splicing alternativo. Ogni fibronectina ha sette domini, 5 sono funzionalmente attivi e due sono strutturali. Dato che si forma un omodimero avremo il doppio dei domini. La fibronectina non lega direttamente le celllule ma lega altre molecole. La sua struttura a forcina permette di fare da ponte per due cose. Il collagene (e quindi la matrice) da un parte lega la fibreonectina che a sua volta lega le integrine che mediano il rapporto tra cellule e MEC. Le integrine sono sempre proteine di adesione che necessitano di fibronectina. La fibronectina non agisce direttamente ma si lega a proteine dette integrine fatte da una catena alfa e due beta. Le integrine interagiscono con il citoscheletro delle cellule dove si trovano. Le cellule quindi si legano alla MEC tramite integrine e fibronectine. La fibronectina si lega o al collagene o alla fibrina ad esempio. La fibrina sta nel sangue e quindi la cellula che si lega probabilmente in questo caso, sarà una cellule endoteliale. La fibronectina è presente anche nel sangue ed è importante nel processo di coabulazione del sangue. La struttura flessibile che ha la fibronectina le permette di svolgere diverse funzioni. La prima proteina di adesione importante è quindi la fibronectina. La fibronectina non serve solo a stabilizare le cellule ma serve anche a farle muovere. Questa cosa è importante nell’embriologia perché nell’embrione ci stanno molte cellule che si spostano rispetto a dove stanno. Queste cellule migrano attraverso i binari formati dalla fibronectina tramite le integrine che possiedono ed esprimono. Ciò fu dimostrato su cellule isolate. Thierry studiò le cellule delle creste neurali e come si muovono. Egli purificò varie proteine da tali cellule e le stratificò su una piastra da coltura per vedere se l’adesione delle cellule aumentava o no. Egli allora scoprì che effettivamente alcune proteine determinavano un’adesione migliore come le fibronectine. Egli fece un gradiente di fibronectina ponendo delle piastre di sbieco e facendo evaporare la soluzione contenente fibronectina. Così egli ebbe delle piastre  con una concentrazione diversa di fibronectina. Egli prese le cellule delle creste neurali e le pose dove la concentrazione era massima. Osservò che le cellule crescevano e camminavano nella direzione decrescente di concentrazione di fibronectina. Quando la concentrazione era minima si fermavano. Quindi la fibronectina era fondamentale per il movimento cellulare. Un’altra cosa che le cellule facevano è che si riaggregavano e ristabilivano giunzioni fra di loro tramite proteine di adesione. L’N-Cam prima quando si staccavano le cellule andava a zero, poi quando la cellula si legava alla fibronectina continuava a rimanere a zero perché le cellule sapevano che stavano migrando, ma poi quando si fermavano l’N-Cam riaumenta venendo espresso per fomare un aggregato di cellule. La cellule in ogni momento deve sapere dove è collocata. La cellule può morire se riceve segnali diversi ed ambigui-> ad esempio se è legata tramite giunzioni e riceve un segnale di divisione. La fibronectina si lega soprattutto al collagene di tipo 4. 

La seconda proteina di adesione importante è la laminina. Essa è fatta a croce nella sua struttura trilaminare. Avremo tre molecole e quindi tre catene. Una catena a e due catene b che si avvolgono a spirale. Sull’asse centrale si avvolgono due molecole uguali di catena b. Anche essa ha vari siti di legame. Il dominio per i glicani, legame al collagene ma solo di tipo 4, sito di legame per la migrazione delle cellule, abbiamo anche un AGD esposto. Questa molecola sarà presente soprattutto nelle membrane basali. 

Gli ingrediente fondamentali per la matrice extracellulare sono laminina, collagene di tipo 4 e GAG. La base di tutto è la laminina. Essa è fatta a croce ed ai lati della croce si lega il collagene di tipo 4. Formeremo così un piano di molecole e sotto i GAG ai quali si legano. Sopra invece avremo le cellule che si legano. La laminina forma la base su cui si poggiano le altre molecole. La laminina è uno dei siti bersaglio delle cellule tumorali metastatiche. Una cellule tumorale deve digerire il vaso tramite proteasi che eliminano la laminina ad esempio… 

Per riassumere abbiamo strutture di adesione stabili, poi proteine di adesione cellula cellula e proteine di adesione tra cellule e matrice. Nel caso della fibronectina esse fanno da ponti tra integrine e matrice extracellulare. Le integrine sono proteine di adesione che necessitano di ioni. Si legano alla fibronectina. Esse hanno un peduncolo intracellulare. Quando le integrine non sono legate avremo un’oganizzazione del citoscheletro ben diversa, più disordinata rispetto a quando sono legate alla fibronectina. L’integrina si lega all’actina tramite complesse interazioni. 

Quando c’è un’infiammazione vengono rilasciate delle citochine che vanno alle cellule endoteliali facendole esprimere due tipi di selectine che rallentano e fermano i leucociti permettendone poi il passaggio attraverso il vaso. 

