Premessa alla tesi

Questa tesi sperimentale e parte di un lavoro stildio del ruolo del sistema somatostatinergico
nella regolazione dei meccanismi che mediano l@gpgnesi. Il lavoro sara pubblicato a breve, con
il titolo: “Hypoxia effects on proangiogenic factoin human umbilical vein endothelial cells:
functional role of the peptide” (Dal Monte M, ManitiD, Ristori C,Azara D, Armani C, Balbarini

A, Bagnoli P.2011.Naunyn-Schmiedeberg, Archives of Pharmacology; [0I1007/s00210-011-
0625-y).

Riassunto

L’angiogenesi rappresenta un insieme di processzifunali atti alla formazione di nuovi vasi
sanguigni a partire da quelli preesistenti ed eamplesso meccanismo in cui ha un ruolo molto
importante la proliferazione, la differenziaziondéaemigrazione delle cellule endoteliali dei vasi.
L’angiogenesi non & solamente un processo fisiotgpgma &€ anche alla base di numerosi stati
patologici come ad esempio la retinopatia dei ptamala retinopatia diabetica ed i tumori. Il
fattore di crescita delle cellule endoteliali vdaco (VEGF) € uno dei piu’ potenti fattori
proangiogenici, che e in grado di stimolare leuellendoteliali a proliferare, migrare e formare
tubuli. Inoltre, € noto che I'overespressione diGHEE una delle principali cause alla base della
neoangiogenesi. L'azione proangiogenica di VEGFigcpalmente mediata dalla sua interazione
con due recettori transmembrana di tipo tirosinmadi, VEGFR-1 e VEGFR-2. In particolare,
I'attivazione di VEGFR-2 sembra regolatore positnente il processo di angiogenesi, mentre vi
sono indicazioni che VEGFR-1 agisca da freno allacechina angiogenica limitando la
disponibilita’ di VEGF per il VEGFR-2. E’' stato dwstrato che la condizione ipossica che
accompagna numerosi stati patologici € uno deicpati stimoli in grado di indurre l'over-
espressione di VEGF e di conseguenza promuovergatwdogica angiogenesi. Tuttavia, molto
resta ancora da comprende circa i meccanismi dpaamo il sistema del VEGF in condizioni
d’ipossia. Importanti fattori di trascrizione hanao ruolo critico nella regolazione dell’espres&on
di VEGF. Tra essi, il trasduttore del segnale atbve della trascrizione-3 (STAT3) ed il fattore
inducibile dall'ipossia-1 (HIF-1) sembrano giocane ruolo fondamentale. Tuttavia non € ancora
ben chiara la relazione tra STAT3, HIF-1 e VEGFiletbro ruolo nelle cellule endoteliali in
ipossia. La somatostatina (SRIF) & un peptideidisto in numerosi organi e tessuti che agisce

tramite 5 sottotipi recettoriali (§s)) del tipo accoppiato a proteine G, che sono espdsasvari tipi



cellulari incluse le cellule endoteliali. Attualrmten sono stati sintetizzati diversi analoghi siabil
della SRIF in grado di agire selettivamente su armu recettori della SRIF. E’ noto che la SRIF
regola numerosi processi tra cui la proliferazice#ulare e diversi studi indicano che il sistema
somatostatinergico puod esercitare un’azione angidomia. Tuttavia, non e chiaro se e come
I'attivita angioinibitoria della SRIF e dei suoiaettori coinvolge il sistema del VEGF in condizioni
di ipossia. Inoltre, ben poco si sa sulla rispod& sistema somatostatinergico all'ipossia.
Utilizzando colture cellulari di cellule endotelialmane delle vene del cordone ombelicale
(HUVEC), un noto modellan vitro molto utilizzato per gli studi sui meccanismi chiediano
I'angiogenesi, abbiamo voluto implementare le copoge sugli effetti dell’ipossia su VEGF ed i
suoi recettori, ed abbiamo studiato la loro modola& da parte della SRIF e dei suoi analoghi per
ottenere indicazioni sul coinvolgimento dei singodéicettori della SRIF. In tutto questo, il
coinvolgimento di STAT3 ed HIF-1 é stato investmah tal fine sono state utilizzate le tecniche di
PCR quantitativa real-time (gQPCR) per la misura ldeslli di espressione genica, tecniche di
Western blot per la misura dei livelli di proteiada tecnica ELISA per la misura del rilascio di
VEGF. Gli effetti dell'ipossia sulle HUVEC hannodatto un aumento dell’espressione e del
rilascio di VEGF, mentre i livelli dei suoi recettoVEGFR-1 e VEGFR-2 sono diminuiti.
L’aumento dell’espressione e del rilascio di VEGSt&o prevenuto mediante I'uso di SU1498, un
inibitore di VEGFR-2, che ha inibito anche la fadfzione (attivazione) di STAT3 e I'accumulo
(attivazione) di HIF-& indotti da ipossia. E’ noto che SU1498 puo inibinecettore del fattore di
crescita derivato dalle piastrine (PDGFR), che hma ruolo importante nell’'angiogenesi e
nell'espressione di VEGF. Abbiamo osservato cheofsia non modula l'espressione e la
fosforilazione di PDGFR e che I'espressione e &dolazione di PDGFR non erano influenzati da
SU1498. In aggiunta, bloccando la fosforilazion&S@AT3 mediante S3I-201 é stato inibito anche
'accumulo di HIF-1r e 'aumento dei livelli di VEGF, suggerendo I'désisza di un loop autocrino
che coinvolge STAT3, HIF-1, VEGF e VEGFR-2. Le gldl endoteliali umane dei vasi sanguigni
esprimono i recettori di SRIF anche se si sa anpot® circa la loro espressione nelle HUVEC.
Nel nostro studio abbiamo constatato I'espressidingst ed sst nelle HUVEC, con sstpiu
espresso di sgtl’ipossia ha causato la diminuzione dei livellsdt, mentre ha aumentato quelli di
ssk. La diminuzione di sgt ma non 'aumento di sgté stata prevenuta in seguito a trattamento
delle cellule con SU1498, S3I-201 o YC-1, un irobé dell’accumulo di HIF-d, suggerendo che
sst potrebbe interagire con i meccanismi che stantw lese dellaumento di VEGF. SRIF e
'agonista di sst (CH-275) hanno prevenuto gli effetti dell'ipossal VEGF ed i suoi recettori
mentre, al contrario, I'agonista di $6£803,087) e I'agonista di sg$st/sst (octreotide) non hanno

avuto effetto. In aggiunta, SRIF e CH-275 hannbiinila fosforilazione di STAT3 e 'accumulo di



HIF-1o indotti da ipossia. | nostri risultati suggerisoomhe SRIF, agendo su gstimita
lincremento dell’espressione e del rilascio di VE@ediante il controllo dell’attivita di STAT3 ed
HIF-1, sostenendo in tal modo un possibile usoidegbnisti di sst nelle terapie atte a inibire

'angiogenesi.



Abstract

The aim of this study was to investigate hypoxieas on vascular endothelial growth factor
(VEGF) and its receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 in honumbilical vein endothelial cells
(HUVEC) and to determine their modulation by th@tme somatostatin (SRIF) and its analogues.
The involvement of signal transducer and activafdranscription (STAT)3 and hypoxia inducible
factor (HIF)-1 was also investigated. Quantitatreal-time PCR, Western blot and ELISA were
used. Hypoxia upregulated VEGF expression and seJeahereas downregulated VEGFR-1 and
VEGFR-2. In contrast, neither the expression nerphosphorylation of the platelet derived growth
factor receptor (PDGFR)were affected by hypoxia. SU1498 aj¥ did not affect pVEGFR-2
and pPDGFR, whereas at 2QM inhibited pVEGFR-2, but not pPDGBR Upregulated VEGF
expression and release were prevented by SU1498hwaiso inhibited the hypoxia-induced
pSTAT3 and HIF-&. Blocking pSTAT3 with S3I-201 inhibited HIFeland VEGF upregulation,
suggesting the existence of an autocrine loop wnngl STAT3, HIF-1, VEGF and VEGFR-2.
Endothelial cells express somatostatin (SRIF) reesssts) although less is known in HUVEC.
We found that sgtand sst were expressed by HUVEC with sstore expressed than setRNA.
Hypoxia downregulated sstwhereas upregulated ssThe sst downregulation, but not the gst
upregulation, was prevented by SU1498, S3I-201 G¢lY an inhibitor of HIF-&. SRIF and the
sst agonist CH-275, but not the gsigonist L803,087 and the gsbt/sst agonist octreotide,
prevented the hypoxia effects on VEGF and its rerspIn addition, SRIF and CH-275 inhibited
the hypoxia-induced pSTAT3 and Hlf-accumulation. Our results suggest that SRIF actirgst
limits upregulated VEGF expression and releaseutfiica control on the activity of STAT3 and

HIF-1, supporting a possible use ofisgjonists in antiangiogenic therapies.



