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2. SCOPO DELLA TESI 

 

L’angiogenesi ha un ruolo chiave nello sviluppo di numerose patologie come ad esempio 

retinopatie proliferative ed i tumori (Asahara et al., 1997; Djonov et al., 2003; Djonov et al., 2000; 

Patan, 2004; Peichev et al., 2000; Schenone et al., 2007; Siemann et al., 2009). Pertanto, ad oggi la 

comprensione dei meccanismi che regolano l’angiogenesi è considerata fondamentale per lo 

sviluppo di strategie terapeutiche volte a contrastare importanti patologie (Nussenbaum and 

Herman, 2010). L’ipossia è riconosciuta come una delle principali cause che stimolano 

l’angiogenesi perché porta ad un overespressione di uno dei più importanti fattori ad azione 

proangiogenica, il VEGF il quale agendo tramite i suoi recettori VEGFR-1 e VEGFR-2 aumenta la 

permeabilità vascolare e promuove la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali, le 

quali sono stimolate a formare tubuli (Lohela et al., 2009). Tuttavia molto ancora resta da scoprire 

sui meccanismi che regolano la risposta di VEGF e dei suoi recettori all’ipossia. L’attivazione dei 

fattori di trascrizione STAT3 ed HIF-1 appaiono di particolare interesse perché è accoppiata alla 

regolazione del VEGF (Chen and Han, 2008; Fong, 2009). Tuttavia, la relazione tra STAT3, HIF-1 

ed il VEGF in condizioni di ipossia non è stata ancora completamente chiarita. Il peptide SRIF, 

attraverso i suoi recettori sst1-5, esercita azioni pleiotropiche in numerosi organi e tessuti (Olias et 

al., 2004). Nelle cellule endoteliali, gli analoghi stabili della SRIF, selettivi per uno o più recettori 

ssts, hanno mostrato esercitare un’attività antiangiogenica mediante inibizione diretta della 

proliferazione cellulare e/o meccanismi indiretti coinvolgenti fattori di crescita (Dasgupta, 2004). 

Tuttavia, se e come i distinti recettori della SRIF possono mediare gli effetti angioinibitori della 

SRIF nelle cellule endoteliali in risposta all’ipossia resta ancora da essere chiarito. In particolare, 

rimane da stabilire se e come l’attività angioinibitoria della SRIF si esplica attraverso la regolazione 

di VEGF e dei suoi recettori, e se tale regolazione coinvolge l’attività di STAT3 ed HIF-1 indotta 

dall’ipossia. Inoltre, molto poco si sa sugli effetti dell’ipossia sui recettori della SRIF. Le cellule 

endoteliali delle vene del cordone ombelicale umano (HUVEC), sono ampiamente usate come 

modello di cellule endoteliali in vitro per lo studio dei meccanismi che regolano l’angiogenesi. 

Nelle HUVEC è stato precedentemente dimostrato che l’ipossia aumenta VEGF,  mentre ancora 

molto contrastanti sono i dati sugli effetti dell’ipossia su VEGFR-1 e VEGFR-2 (Avouac et al., 

2008; Cho et al., 2008; Liu et al., 2009; Nilsson et al., 2004; Takata et al., 2008; Waltenberger et al., 

1996; Zheng et al., 2008). Inoltre, numerosi studi riportano l’espressione dei recettori della SRIF 

nelle HUVEC, sebbene i dati sui recettori della SRIF che esse esprimono sono talvolta in 

disaccordo (Adams et al., 2005; 2004, Albini et al., 1999; Curtis et al., 2000; Jia et al., 2003). 
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In questo nostro lavoro abbiamo studiato gli effetti dell’ipossia sulle HUVEC allo scopo di I) 

chiarire i meccanismi che stanno alla base dell’effetto regolatorio dell’ipossia sull’espressione di 

VEGF e sui suoi recettori VEGFR-1 e VEGFR-2, incluso il coinvolgimento di STAT3 ed HIF-1, II) 

riesaminare l’espressione dei diversi recettori della SRIF e determinare come la loro espressione 

può essere influenzata dall’ipossia e III) valutare la possibilità che SRIF, attraverso i suoi recettori, 

possa influenzare l’espressione di VEGF e dei suoi recettori, e di valutare se tale effetto coinvolga 

STAT3 e HIF-1. 

 

 

3. MATERIALI E METODI 

 

3. 1. Materiali 

 

Mezzo 199 con i sali di Earle (M199), glutammina, fattore di crescita ricombinante dell’epidermide 

umana (rhEGF), fattore di crescita ricombinante basico dei fibroblasti umani (rhFGF-b), eparina, 

HEPES (acido 4-2-idrossietil-1-piperazinil-etansolfonico) e la soluzione costituita da 

tripsina/EDTA, sono stati acquistati da Euroclone (Pavia, Italia). Siero fetale bovino (FBS), 

penicillina/streptomicina e tampone fosfato di Dulbecco (D-PBS), sono stati acquistati da Lonza 

(Basilea, Svizzera). Fiasche T-75 sono state acquistate da Nunc (Roskilde, Danimarca). L’anticorpo 

diretto contro il CD31 umano e coniugato con fluoresceina isotiocianato (FITC) è stato acquistato 

da Beckman Coulter (Fullerton, California, USA). SU1498 [(E)-3-(3,5-diisopropil-4-idrossifenil)-2-

[(3-fenil-n-propil)aminocarbonilacrilonitrile], l’anticorpo primario monoclonale di topo diretto 

contro la β-actina e l’anticorpo secondario di coniglio diretto contro le IgG di topo legato alla 

perossidasi di rafano sono stati acquistati da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). S3I-201 [acido (2-

idrossi-4-(((4-metilfenil)sulfonilossi)acetil)amino)-benzoico] (inibitore di STAT3), è stato 

acquistato da Calbiochem (San Diego, California, USA). YC-1 [3-(5′-idrossimetil-2′-furil)-1-benzil 

indazolo], (inibitore di HIF-1α) è stato acquistato da A.G. Scientific (San Diego, California, USA). 

SRIF (SRIF-14) è stata ottenuta da Bachem (Bubendorf, Svizzera). CH-275 (agonista di sst1) ed 

octreotode (agonista di sst2/sst3/sst5), sono stati acquistati da NeoMPS (Strasburgo, Francia). 

L803,087, (agonista di sst4) è stato acquistato da Merck (Darmstadt, Germania). SRIF ed i suoi 

analoghi sono stati applicati al mezzo di coltura alla concentrazione finale di 1 µM. I kit Mini Kit 

RNeasy, QuantiTect Reverse Transcription e Mini Kit QIAamp DNA, sono stati acquistati da 

Qiagen (Valencia, California, USA). La sonda fluorescente SYBR Green ed il kit iScript One-Step 

RT-PCR con SYBR Green sono stati acquistati da Bio-Rad (Hercules, California, USA). I primer 


