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1. Cenni storici

La prova dell’esistenza di un regolatore umorale della trombopoiesi fu fornita alla fine degli anni ‘50, quando si osservò che se il plasma di ratti trombocitopenici veniva trasfuso in altri ratti sani induceva trombocitosi. Il termine “trombopoietina” (TPO) fu coniato nel 1958 per descrivere la sostanza umorale che determinava un aumento della produzione di piastrine. Verso la fine degli anni ‘60 furono utilizzate prove in vivo per identificare la trombopoietina, ma le sue caratteristiche ne pregiudicarono la purificazione.

Nel 1986 fu descritto il virus della leucemia mieloproliferativa murina (MPLV), un retrovirus murino capace di immortalizzare le cellule ematopoietiche di diverse linee, le quali acquistavano l’indipendenza da fattori per la proliferazione e la differenziazione terminale. Il virus MPLV ha nel suo “envelope” un oncogene cellulare chiamato v-Mpl 1, grazie al quale due anni più tardi fu individuato e clonato il protooncogene c-Mpl. Sulla base di motivi strutturali conosciuti, c-Mpl fu identificato come un membro orfano della famiglia dei recettori delle citochine ematopoietiche: questo portò all’isolamento, alla purificazione ed al clonaggio del suo ligando nel 1994. La purificazione della trombopoietina, che inizialmente era definita come il ligando di c-Mpl, o fattore di crescita e sviluppo dei megacariociti, o megapoietina, fu portata a termine contemporaneamente da parte di molti gruppi di ricerca in modo indipendente. Esperimenti condotti utilizzando proteine ricombinanti furono determinanti nell’attribuire alla trombopoietina la funzione di regolatore primario della trombopoiesi 2.

2.
Trombopoietina

2.1 Molecola

La trombopoietina (TPO) è una citochina prodotta
principalmente da fegato e rene. Essa regola la produzione di
piastrine stimolando la proliferazione e la differenziazione delle
cellule staminali ematopoietiche, le cellule progenitrici
megacariocitiche ed i megacariociti attraverso l’attivazione
del suo recettore c-Mpl.

Noto anche come il fattore legante il recettore c-Mpl, la
trombopoietina è il principale fattore di crescita
fisiologica per la linea megacariocitica, stimola i megacariociti
(MK) ad aumentare in dimensioni e ploidia e alla formazione di
propiastrine che poi frammentano in singole piastrine. La
trombopoietina può anche agire in sinergia con le altre
citochine ematopoietiche. Nelle piastrine questa citochina aumenta
la secrezione degli α-granuli e l’aggregazione, che
è indotta dalla trombina dipendente da fosfoinositide-3
cinasi (PI3K).

La trombopoietina è codificata da un singolo gene umano
localizzato sul cromosoma 3q26.3–3q27, il quale produce un
precursore della proteina di 353 aminoacidi. La molecola matura,
composta di 332 aminoacidi (95 KDa), è fortemente acida e
glicosilata 3.

A differenza di molti altri geni strutturali in cui la
traduzione dell’mRNA in proteina inizia dal primo codone di
inizio AUG, la “open reading frame” (ORF) della TPO
comincia con l’ottavo AUG, mentre le prime 7 ORF codificano
per piccoli polipeptidi apparentemente senza funzione.
Poiché il codone di inizio AUG8 è incluso
all’interno della ORF7, che si trova fuori frame rispetto
alla ORF8 codificante la TPO, e poiché i ribosomi dopo la
terminazione non possono guardare indietro per iniziare sul
precedente codone AUG, avendo il ribosoma iniziato sulla ORF7, esso
terminerà a valle dell’AUG8 e fallirà nel
tradurre la trombopoietina. Quindi nel 5’-UTR
dell’mRNA della TPO vi sono 7 codoni uAUG (upstream AUG) a
monte dell’inizio fisiologico che causano inizi prematuri,
inibiscono la traduzione prevenendo il raggiungimento da parte del
ribosoma del codone di inizio corretto e determinano così
una produzione di trombopoietina normalmente molto inefficiente
(fig. 1) 2,4.
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Figura 1: mRNA della TPO. I box
numerati rappresentano gli esoni. L’mRNA della TPO (azzurro)
è costituito da 7 esoni, di cui 3 sono mostrati. Le uORF
sono disegnate come barre rosse e sono poste in una delle tre
“reading frame” (+1, 0, -1). La regione codificante
la TPO è mostrata come una freccia blu spessa. I numeri
indicano l’ordine in cui gli uAUG appaiono nell’mRNA
della TPO. L’ottavo AUG è il codone di inizio
fisiologico. La traduzione è quasi completamente inibita
dalla presenza delle uORF in 5’-UTR. In particolare la ORF7
è un potente inibitore di traduzione, verosimilmente a causa
della sua posizione vicina al sito di inizio fisiologico
4.

Nella trombopoietina sono identificabili due domini:
un dominio amino-terminale (N-terminale) ed uno carbossi-terminale
(C-terminale).

Il dominio N-terminale (residui 1-153) comprende la regione che
contiene i due siti di legame al recettore, uno ad alta ed uno a
bassa affinità. Ha 4 cisteine conservate corrispondenti ai
residui 7, 29, 85 e 151, tre dei quali sono conservati
nell’eritropoietina (EPO), e formano due ponti disolfuro
essenziali per la completa attività biologica 5.
Molti gruppi di ricerca hanno dimostrato che il dominio N-terminale
è sufficiente per il legame al recettore, la segnalazione e
la proliferazione cellulare. La regione di legame al recettore
contiene tre siti di glicosilazione O-linked con serine o treonine,
ma manca di glicosilazioni N-linked 6. L’intera
struttura si ripiega in quattro eliche sinistrorse arrangiate in
modo up-up-down-down, come si trova anche in altre citochine, e la
loro lunghezza varia fra i 21 ed i 23 aminoacidi. Il core centrale
idrofobico è principalmente composto dalle facce anfifiliche
delle eliche e risulta strettamente impacchettato nella parte
N-terminale della TPO. Accanto al core idrofobico centrale ce
n’è un secondo localizzato fra l’ansa AB e le
eliche B e D, fuori della struttura a quattro eliche e nascosto
dall’ansa AB. Le forti interazioni idrofobiche tengono
l’ansa AB vicina al corpo principale della struttura a
quattro eliche (fig. 2).
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Figura 2: determinanti della struttura
della hTPO (trombopoietina umana). La rappresentazione della
struttura secondaria mostra la forma up-up-down-down. I residui che
non variano fra TPO ed EPO sono mostrati in nero. Le etichette
indicano le quattro eliche del fascio (A, B, C e D) e la minielica
B’. Le coppie di eliche A/D e B/C sono mostrate in blu e
verde 7.

Le interazioni TPO-recettore sono state analizzate tenendo conto
delle analogie con l’ormone della crescita umano (hGH) e con
l’EPO. Questi ultimi hanno due regioni separate che
interagiscono con due molecole di recettore identiche. Il sito I di
interazione risiede sull’elica D e sull’ansa AB,
mentre il sito II si trova sull’elica A. La maggior parte
delle interazioni recettore-ligando nell’ormone della
crescita e nell’EPO avvengono in corrispondenza di residui
carichi sulle eliche A e D. Dagli studi di mutagenesi
sull’interazione TPO-recettore, considerando solo quei
residui con gli effetti mutazionali maggiori e, tenendo sempre
conto dell’omologia con l’EPO e con l’hGH, si
è ipotizzato che i residui dell’elica D (Arg 136, Lys
138 e Arg 140) e dell’ansa AB (Pro 42, Glu 50 e Lys 52)
formassero una superficie di legame al recettore (sito I) e che i
residui dell’elica A (Asp 8, Arg 10 e Lys 14) formassero
l’altra superficie di legame (sito II). Le dimensioni
approssimative delle due superfici di legame derivate dalla
localizzazione dei residui coinvolti nell’interazione con il
recettore sono 25 Å × 20 Å per il sito I e 15
Å × 8 Å per il sito II.
Nell’interazione dell’hGH con il suo recettore, il
sito I è più lontano rispetto al sito II, per cui la
prima catena del recettore si lega il sito I con alta
affinità e poi viene reclutata una seconda catena
recettoriale per il legame al sito II con affinità
più bassa. È possibile che la TPO abbia una sequenza
simile di interazione con il proprio recettore 8.

Il dominio N-terminale presenta un’omologia di circa il
23% con l’eritropoietina (EPO; 50% se si tiene conto delle
sostituzioni neutre), riflettendo una stretta relazione evolutiva
tra le vie di segnalazione dei relativi recettori di legame con il
recettore 9,10. L’EPO e la TPO hanno in comune 26
residui invariati. Di questi, 13 residui sono inclusi nel core
idrofobico della TPO, suggerendone un’importanza
strutturale. La regione invariata induce una curvatura di
~20° dell’elica D della TPO, osservata anche
nella struttura dell’EPO. Tra i rimanenti vi sono 24 residui
che cadono in due gruppi distinti corrispondenti ai due siti di
interazione con il recettore ad alta o a bassa affinità
(fig. 3) 7.
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Figura 3: Determinanti della specifi
[...]
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