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Matrice extracellulare: Scenari&Meccanismi

La matrice extracellulare (ECM) & un complesso insieme di centinaia di proteine che costituiscono
I'impalcatura strutturale degli organismi multicellulari. Oltre al suo ruolo strutturale, I'ECM
trasmette segnali che orchestrano i fenotipi cellulari. Alterazioni della composizione,
dell'abbondanza, della struttura o delle proprieta meccaniche dell'lECM sono state associate a
malattie e disturbi che interessano tutti i sistemi fisiologici, tra cui fibrosi e cancro.

Decifrare la composizione proteica dell'ECM e come essa si modifichi in contesti fisiopatologici &
quindi il primo passo per comprendere il ruolo dell'lECM nella salute e nella malattia e per
sviluppare strategie terapeutiche volte a correggere le alterazioni dell'lECM responsabili delle
patologie. Potenzialmente, I'ECM rappresenta anche un vasto, ma ancora inesplorato, serbatoio di
biomarcatori di malattia. Le proteine dell'ECM sono caratterizzate da proprieta biochimiche uniche
che ne hanno ostacolato lo studio: sono di grandi dimensioni, pesantemente e unicamente
modificate post-traduzionalmente e altamente insolubili.
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offre una panoramica storica della ricerca sulla proteomica della matrice extracellulare (ECM) e
presenta i pil recenti progressi che consentono ora la profilazione dell'ECM di tessuti sani e
malati. Evidenzia esempi recenti che illustrano come la proteomica dell'ECM si sia affermata come
un potente strumento di scoperta per identificare biomarcatori prognostici del cancro e discute le
sfide rimanenti che limitano la nostra capacita di tradurre i risultati in applicazioni cliniche e
propone approcci per superarle.

Un tempo si pensava che I'ECM fosse impenetrabile. La proteomica basata sulla spettrometria di
massa si € dimostrata uno strumento potente per decodificare I'ECM. Alla luce dei progressi
compiuti nell'ultimo decennio, ci sono motivi per credere che l'esplorazione approfondita del
matrisoma sia a portata di mano e che potremmo presto assistere alla prima applicazione
traslazionale della proteomica dell'ECM.



Panoramica dei flussi di lavoro di proteomica della matrice extracellulare (ECM) .
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- Guanidine hydrochloride (GuHCI)
- Chaotropic reagents (8 M urea)
- Photocleavable surfactant azo

- Reducing agents

¥

4
3. Digestion of proteins of into peptides
- Protein deglycosylation prior to digestion (e.g., PNGaseF,

chondroitinase ABC)
- Enzymatic methods (LysC, Trypsin)
- Nonenzymatic methods (CNBr, hydroxylamine)
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- Targeted or untargeted data-dependent acquisition
- Data-independent acquisition /
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5. Database search
- Inclusion of ECM-specific PTMs (K/P oxidation)

Definition of the ECM composition — or “matrisome” —
of tissue studied

Gli attuali flussi di lavoro di proteomica della matrice extracellulare possono essere suddivisi in 5
fasi principali: 1) arricchimento delle proteine della matrice extracellulare, 2) solubilizzazione delle
proteine, 3) digestione delle proteine in peptidi, 4) acquisizione LC-MS/MS e 5) ricerca nel
database. Gli schemi presentati nel pannello 1 sono adattati dal modello "A Closer Look Into the
Extracellular Matrix (ECM) Proteome" di BioRender.com (2022). ECM, matrice extracellulare.



http://biorender.com/

DIVERSITA' DEl COMPONETI MOLECOLARI DEL MATRISOMA
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a. Il matrisoma centrale umano comprende 277 geni, di cui 44 geni che codificano per i collageni, 36 geni
che codificano per i proteoglicani e 197 geni che codificano per le glicoproteine della matrice extracellulare.
L'organizzazione basata sui domini prevista dallo strumento di ricerca SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool) e i membri canonici di ciascuna di queste categorie sono raffigurati nei pannelli seguenti. La
lunghezza della forma canonica di ciascuna proteina € indicata in amminoacidi (aa). Tutti i componenti
principali del matrisoma sono caratterizzati dalla presenza di un peptide segnale ammino-terminale,
necessario per la secrezione nello spazio extracellulare. | lettori sono invitati a visitare il sito web di SMART
per maggiori dettagli su ciascun dominio proteico raffigurato nella figura.

b. Viene mostrata l'organizzazione basata sui domini di proteine di collagene esemplari (codificate
rispettivamente dai geni COL1A1, COL6A1 e COL18A1 ). | riquadri blu indicano le regioni ricche di ripetizioni
a tripla elica Gly—X-Y (dove X e Y sono comunemente residui di prolina e idrossiprolina) caratteristiche delle
proteine di collagene. Altri domini proteici comunemente presenti nei collageni includono il dominio C-
terminale fibrillare del collagene (COLFI), il dominio di tipo A del fattore di von Willebrand (VWF) (VWA), il
dominio frizzled (FRI) o il dominio G della laminina (LamG). | prodotti di clivaggio derivanti dalla regione non
collagenica carbossi-terminale di alcuni collageni esercitano attivita biologiche, come nel caso
dell'endostatina, una proteina anti-angiogenica derivata dalla proteolisi della catena al del collagene XVIII.

c. Organizzazione basata sui domini dei proteoglicani extracellulari rappresentativi di ciascuna delle tre
classi proposte da lozzo e Schafer 22 : i proteoglicani leganti I'acido ialuronico e la lectina (ialectani) e i
lectani (rappresentati dall'aggrecano, codificato da ACAN ), i piccoli proteoglicani ricchi di leucina (SLRPS;
rappresentati dalla decorina, codificata da DCN) e i proteoglicani SPARC/osteonectina, CWCV e simili al
dominio Kazal (SPOCK) (rappresentati dal testicano-1, codificato da SPOCK1). | domini proteici
comunemente presenti nei proteoglicani includono il dominio immunoglobulinico (IG), i domini Link
(leganti l'acido ialuronico) (LINK), il dominio simile al fattore di crescita epidermico (EGF), il dominio
lectinico di tipo C o di riconoscimento dei carboidrati (CLECT), il dominio della proteina di controllo del
complemento (CCP) (noto anche come ripetizione consensuale breve SCR o ripetizione SUSHI), diverse
ripetizioni ricche di leucina (LRR-NT, LRR e LRR-TYPE), il dominio KAZAL o la ripetizione di tipo | della
tireoglobulina (TY). Per ulteriori informazioni su questi domini, i lettori possono consultare il database
SMART menzionato in precedenza.

d. Organizzazione basata sui domini di glicoproteine della matrice extracellulare non collagene esemplari
come la fibronectina, la proteina 1 legante il TGFP latente (LTBP1), la trombospondina 1 (TSP1), la
tenascina-C e la laminina a5. Alcuni geni del matrisoma, come la fibronectina o la tenascina C, possono
essere sottoposti a splicing alternativo, dando luogo a diverse isoforme contenenti domini differenti. |
domini proteici comunemente presenti nelle glicoproteine della matrice extracellulare includono i domini di
tipo | (FN1) della fibronectina che formano due foglietti B antiparalleli, i domini di tipo Il (FN2) che
contengono cisteine coinvolte nei legami disolfuro e nelle interazioni proteina-proteina, e i domini di tipo lll
(FN3) che formano strutture a sandwich B. Un altro insieme di domini comunemente presenti nelle
glicoproteine della matrice extracellulare (ECM) sono i domini del fattore di crescita epidermico (EGF),
inclusi i domini EGF-simili, i domini EGF leganti il calcio (EGF CA) e i domini EGF-simili di tipo laminina (EGF
Lam). Altri domini caratteristici delle glicoproteine della ECM includono i domini del fattore di von
Willebrand di tipo C (VWC), identificati per la prima volta nel fattore di von Willebrand (vVWF), i domini TSPN
(simili alla trombospondina N-terminale) e i domini TSP1 (identificati per la prima volta nelle
trombospondine ma presenti anche in altre glicoproteine della ECM), e domini identificati per la prima
volta nelle laminine ma ampiamente presenti in altre glicoproteine, come i domini N-terminali della
laminina (LamNT), i domini globulari della laminina G (LamG) e i domini della laminina B (LamB). Tutti questi
domini sono coinvolti nelle interazioni proteina-


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11931590/figure/F1/#R80

DIVERSITA’ DEI COMPONETI ASOCIATI AL MATRISOMA
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DIVERSITA’ DEl COMPONETI ASOCIATI AL MATRISOMA

a. 753 geni codificano proteine associate al matrisoma, tra cui 171 geni che codificano proteine affiliate alla
matrice extracellulare (ECM), 238 geni che codificano regolatori dell'ECM e 344 geni che codificano fattori
secreti.

L'organizzazione basata sui domini, prevista dallo strumento SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool), dei membri canonici di ciascuna di queste categorie ¢ illustrata nei pannelli seguenti. La
lunghezza della forma canonica di ciascuna proteina € indicata in amminoacidi (aa). Come per i componenti
principali del matrisoma mostrati nella Figura 1, le proteine associate al matrisoma possiedono un peptide
segnale necessario per la loro secrezione extracellulare.

b. Organizzazione basata sui domini di proteine esemplificative affiliate all'ECM, tra cui galectine (codificate
dai geni LGALS), collettine (codificate dai geni COLEC) e ficoline (codificate dai geni FCN). | riquadri blu
indicano le regioni ricche di ripetizioni a tripla elica Gly—X-Y (dove X e Y sono comunemente prolina e
idrossiprolina), caratteristiche delle proteine del collagene (vedi testo).

c. Organizzazione basata sui domini di fattori secreti esemplari noti per interagire con i componenti
principali del matrisoma (ad esempio, il fattore di crescita trasformante B (TGFB) o il fattore di crescita
endoteliale vascolare (VEGF)). Come i componenti principali del matrisoma, i componenti associati al
matrisoma, come il VEGFA, possono essere sottoposti a splicing alternativo e generare isoforme di diversa
lunghezza. Nel caso del VEGFA, queste diverse isoforme risultanti dallo splicing alternativo (gli introni sono
indicati da barre verticali) generano proteine che si legano alla matrice extracellulare con affinita diverse.

d. | regolatori della matrice extracellulare (ECM) possono essere suddivisi in tre gruppi principali: enzimi
responsabili di modificazioni post-traduzionali additive (PTM) (ad esempio, prolil idrossilasi, lisil idrossilasi e
chinasi), enzimi di reticolazione (ad esempio, lisil ossidasi (LOX), transglutaminasi (TGM), perossidasi) e i
loro regolatori, e proteinasi (ad esempio, metalloproteinasi della matrice (MMP), A Disintegrina e
metalloproteinasi (ADAM), catepsine) e i loro regolatori. Lo schema rappresenta i residui amminoacidici
comunemente modificati post-traduzionalmente nelle proteine della ECM, gli enzimi che mediano queste
PTM e se queste avvengono a livello intracellulare o extracellulare.



DIVERSITA’ STRUTTURALE DELLE MATRICI
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DIVERSITA’ STRUTTURALE DELLE MATRICI

a. La membrana basale € una sottile struttura lamellare di proteine della matrice extracellulare (ECM),
composta principalmente da un reticolo autoassemblato di trimeri di laminina, una rete di collagene IV e i
proteoglicani agrina e perlecano. Ulteriori proteine contribuiscono al collegamento tra questi componenti
(ad esempio, il nidogeno). Le cellule esprimono sulla loro superficie recettori della ECM come le integrine o
il recettore della laminina, il distroglicano. Questi recettori creano un ponte tra la ECM e il citoscheletro
cellulare.

b. Esempi di localizzazione anatomica delle membrane basali. Le membrane basali si trovano in diverse
sedi, come il polo basale delle cellule epiteliali, le cellule endoteliali circostanti, ad esempio, a livello della
barriera emato-encefalica, o intorno alle cellule di Schwann.

c. La matrice extracellulare interstiziale & una rete tridimensionale presente nei tessuti connettivi e
composta principalmente da proteine fibrillari della matrice extracellulare (collageni I, 1, V, IX;
fibronectina), glicosaminoglicani e proteoglicani. Le cellule presenti nei tessuti connettivi (ad esempio, i
fibroblasti) sono circondate dalla matrice extracellulare interstiziale e interagiscono con le proteine di
quest'ultima attraverso recettori come le integrine, i recettori del dominio discoidina tirosin-chinasico
(DDR) o il recettore dell'acido ialuronico CD44.



SINTESI E ASSEMBLAGGIO DEI COLLAGENI
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SINTESI E ASSEMBLAGGIO DEI COLLAGENI

a. Le proteine della matrice extracellulare (ECM) vengono sintetizzate nel reticolo endoplasmatico e
trasportate in vescicole rivestite dal complesso proteico di rivestimento Il (COPII) al reticolo di Golgi, dove
avvengono ulteriori fasi di modificazione. Dal Golgi, le proteine ECM vengono trasportate nello spazio
extracellulare in vescicole secretorie. L'inserto (1) raffigura la sintesi e la trimerizzazione delle catene di
collagene nel reticolo endoplasmatico e la formazione del procollagene a tripla elica. L'inserto (2) illustra i
meccanismi di caricamento del carico ECM nelle vescicole COPII. L'inserto (3) mostra la scissione dei pro-
peptidi del collagene da parte delle N- e C-proteinasi durante la secrezione nello spazio extracellulare per
formare un'elica di collagene matura. L'inserto (4) raffigura la diversita delle strutture supramolecolari
risultanti dall'assemblaggio del collagene. | collageni |, II, 1ll, V, XI, XXIV e XXVII si assemblano per formare
fibrille e fibre di ordine superiore. | collageni IX, XllI, XIV, XVI, XIX, XX, XXI e XXII sono definiti collageni
associati alle fibrille con triple eliche interrotte (FACIT) poiché interagiscono con i collageni fibrillari. |
collageni IV, VIl e X si assemblano per formare reti geometriche ("a rete metallica" per il collagene IV e reti
esagonali per i collageni VIII e X), dove i collageni a tripla elica sono collegati dai rispettivi domini non
collagenici (mostrati in grigio). Il collagene VI forma fibrille a forma di perline e il collagene VII forma fibrille
di ancoraggio che collegano la membrana basale e la matrice extracellulare interstiziale



FIBRILLOGENESI
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FIBRILLOGENESI

a. La fibrillogenesi della fibronectina € un processo a piu fasi che comprende: 1) il legame dei
dimeri di fibronectina ripiegati ai recettori integrinici eterodimerici espressi sulla superficie
cellulare, 2) cambiamenti conformazionali che portano all'allungamento dei dimeri di fibronectina,
3) l'estensione laterale della rete di fibrille di fibronectina e 4) I'assemblaggio delle fibre di
collagene utilizzando le fibre di fibronectina come stampo.

b. Mappa che rappresenta |'organizzazione della fibronectina in base ai domini e i suoi partner di
interazione noti, nonché i relativi siti di legame. In particolare, la fibronectina interagisce con i
recettori di superficie cellulare, come le integrine, principalmente tramite i suoi domini FN3 (9° e
10°) e i sindecani. Interagisce inoltre con i glicosaminoglicani come I'eparina (tramite i domini FN1
ammino-terminali o i domini FN3 carbossi-terminali), con le proteine del matrisoma (ad esempio,
collagene, fibrilline e tenascina C) e con i fattori di crescita (ad esempio, VEGF, TGFB o FGF). La
fibronectina pud anche essere scissa dagli enzimi proteolitici catepsina D. Una forma circolante di
fibronectina si trova nel plasma, dove svolge un ruolo nella coagulazione interagendo con la fibrina
e la trombina e nell'emostasi e nella fibrinolisi venendo degradata dagli enzimi proteolitici
urochinasi e plasmina.



Rimodellamento della matrice
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Rimodellamento della matrice

La reciprocita dinamica descrive il ciclo stabilito dalla segnalazione dall'esterno verso l'interno
(frecce blu) e dall'interno verso I'esterno (frecce rosse) tra le cellule e la matrice extracellulare
(ECM). La reciprocita dinamica, innescata dalle interazioni tra ligandi della ECM e recettori della
ECM (ad esempio, fibronectina-integrine), contribuisce al rimodellamento della ECM in diversi
modi: (1) l'interazione tra ligandi della ECM e integrine determina un cambiamento nella
conformazione dell'integrina che aumenta I'affinita dell'integrina per il suo ligando. (2) Questo
cambiamento di affinita determina cambiamenti nelle forze meccaniche esercitate dalle integrine
e dal citoscheletro sul ligando della ECM, ma anche, indirettamente, su altre proteine della ECM
che si legano alla fibronectina (ad esempio, fibrilline, collagene, LTBP). (3) L'attivazione della
segnalazione delle integrine — dalla superficie cellulare o dal compartimento endocitico — puo
portare all'attivazione della trascrizione genica dell'lECM, con conseguente sintesi de novo di
proteine dell'ECM e (4) cambiamenti nella composizione e nell'architettura complessiva dell'ECM.



