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Relazione dell’attivita scientifica svolta dall’U.O. 12 - Prof. Paola Sinibaldi Vallebona, Universita
Tor Vergata, Roma

| tumori sono malattie caratterizzate dall'eccessiva ed incontrollata crescita e diffusione di cellule, che
sono andate incontro ad un differenziamento anomalo quanto a caratteristiche strutturali e biologiche.
Anche se in tempi recenti sono enormemente aumentate le conoscenze relative alle cellule e ai
meccanismi molecolari che stanno alla base del processo di cancerogenesi, la terapia rimane ancora
inefficace soprattutto nei confronti degli stadi pill avanzati della neoplasia, caratterizzati da un elevato
numero di alterazioni sia genetiche che molecolari. Per poter identificare una terapia e comunque
controllare lo sviluppo del tumore, & necessario conoscere come questo prende origine e si sviluppa ed
in questottica la capacita di indurre sperimentalmente tumori negli animali ha fornito 'opportunita di
studiare vari aspetti del processo cancerogenetico, relativamente all'inizio della trasformazione ed alla
Sua successiva progressione.

Il progetto si & incentrato inizialmente sulla caratterizzazione istologica delle varie fasi di progressione
tumorale che portano alla comparsa di adenocarcinoma del colon in ratti ceppo BDIX; sottoposti a
trattamento con il cancerogeno chimico 1,2-dimetilidrazina 2HCI (DMH). Le sezioni istologiche ottenute
da tessuto colico prelevato a partire dal 14° giorno dall’'ultima somministrazione del cancerogeno hanno
evidenziato la comparsa del tumore come focolaio a livello della sottomucosa, con tendenza a
progredire infiltrando il tessuto mucoso, con zone di iperplasia o formazioni polipoidi a seconda della
zona osservata.

La presenza di tessuto tumorale su sezioni ottenute da tumori comparsi all'11a settimana dalla
sospensione del trattamento con DMH & stata inoltre confermata da colorazione immunoistochimica
eseguita utilizzando due distinti anticorpi policlonali contro epitopi nonapeptidici, che in nostri precedenti
studi avevamo dimostrato essere specifici per adenocarcinoma sia nell'uomo che nel ratto.

La positivita all'analisi immunoistochimica risulta maggiore in sezioni ottenute da tumori in fase ulteriore
di progressione (26 settimana) (Figura 1).
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Poiché tra le molecole incluse nel presente progetto, capaci di interferire con la risposta infiammatoria
coinvolta nella progressione tumorale, erano contemplati anche inibitori non nucleosidici della
trascrittasi inversa (NNRTI) (studio condotto in collaborazione con I'U.O. Spadafora) siamo andati ad
indagare in quale fase della progressione tumorale risultasse la comparsa di tale proteina. La
colorazione immunoistochimica ne ha evidenziato una marcata espressione in corrispondenza della 26a
settimana dalla sospensione del trattamento con DMH (Figura 2)
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Sempre nell'intento di caratterizzare le varie fasi di progressione del tumore indotto chimicamente sulle
stesse sezioni istologiche & stata inoltre messa a punto una tecnica di marcatura per E-caderina e 8-
catenina, entrambi markers di differenziamento delle cellule tumorali, e di quelle di colon in particolare,
cosi come descritto dalla letteratura. Le colorazioni immunoistochimiche hanno evidenziato una
riduzione dell'espressione di E-caderina nel tessuto tumorale rispetto al tessuto normale di controllo, ed
una modificata localizzazione di B-catenina, che nel tessuto tumorale risulta a localizzazione
citoplasmatica e raramente nucleare mentre nel tessuto normale di controllo presenta un’esclusiva
localizzazione a livello delle giunzioni cellula-cellula (Figura 3).
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Altro obiettivo dello studio & stato quello di dimostrare se il controllo della risposta flogistica & in grado di
rallentare la comparsa di metastasi epatiche in un modello animale di adenocarcinoma colorettale del
ratto.

A tal fine cellule della linea DHD/K12 TRB, originariamente ottenute da adenocarcinoma di colon indotto
in ratto singenico del ceppo BDIX, mediante trattamento con 1,2 dimetilidrazina-2HCI (DMH) sono state
incculate in quantitd comprese tra 2 a 12x106 cellule nella vena splenica di ratti maschi del ceppo BDIX
di 6-7 settimane e di peso compreso tra i 250-300 gr al fine di individuare un protocolio sperimentale da
utilizzare per lo studio delle molecole oggetto dello studio.

Subito dopo l'inoculazione, la milza & stata rimossa, per evitare sviluppo del tumore nella sede di
inoculo.

Tutti gli animali iniettati in vena splenica con il maggiore quantitativo di cellule (12x106) hanno
sviluppato metastasi epatiche a partire da 14 gg dall'inoculo. Gli animali degli altri gruppi hanno
egualmente sviluppato metastasi, ma in tempi successivi.

Sulla base di prove preliminari era stato stabilito di scegliere la via orale quale via di somministrazione
delle molecole Cyanidin-3-O-8-glucopyranoside (C-3-G) e CR3294, in quanto la somministrazione per
gavage, che era stata precedentemente ipotizzata, si era rivelata di difficile esecuzione in questo tipo di
animale. Sono stati quindi allestiti piccoli gruppo di animali (5 per ciascun trattamento) che sono stati
trattati con i dosaggi stabiliti. Le sostanze perd non risultavano gradite agli animali che non
provvedevano quindi ad abbeverarsi. Si & quindi fatto ricorso alla somministrazione delle sostanze
attraverso gavage, che ha perd creato una notevole condizione di stress negli animali che ci ha
costretto a sopprimerli prima del completamento dello studio. | dati che sono stati oftenuti dalla
misurazione del numero e delle dimensioni delle metastasi epatiche al momento del sacrificio degli
animali, hanno suggerito una scarsa se non nulla attivita antitumorale, relativamente a questo modelio
preclinico di metastasi.

Dall'avvio del presente progetto ad oggi sono molto aumentate le conoscenze sui meccanismi di azione
dei cancerogeni chimici ed in particolare della DMH per cui certamente il modello di cancerogenesi
chimica € quello che ci potrebbe fornire il maggior numero di informazioni relativamente ai processi di
trasformazione tumorale e alla correlazione con i processi infiammatori. Purtroppo questo modello
comporta difficolta di attuazione in quanto I'utilizzo di cancerogeni chimici & altamente rischioso anche
per gli operatori e per il personale che svolge attivita presso lo stabulario, comportando notevoli
difficolta nelf'utilizzazione di questo modello per lo studio della correlazione tra attivita antinfiammatoria
e progressione tumorale.

In collaborazione con 'U.O. diretta dal Dott. Spadafora abbiamo pertanto focalizzato il nostro studio
sull'obiettivo del presente Progetto di Ricerca che era rivolto a definire: a)il pattern di espressione della
Trascrittasi Inversa (RT) endcgena nella progressione tumorale e b) dimostrare che il controllo negativo
dellRT & in grado di rallentare la progressione dei tumori. A tale scopo, avevamo originariamente
iniziato la sperimentazione utilizzando lo stesso ceppo di transgenici (FVB/N. TG(MMTVPyVT) 34M(T/X)
per studiare gli effetti dell'inibitore del’lRT Efavirenz sulla crescita del tumore mammario. | risultati
ottenuti suggerivano che il trattamento con Efavirenz alla concentrazione di 20 mg/kg era in grado di
inibire la progressione tumorale e di ridurre l'indice mitotico nelle fasi iniziali e intermedie della crescita
ma che tali effetti tendevano a ridursi negli stadi pii avanzati del tumore ed i due parametri a
conformarsi a quelli dei controlli non trattati. Lo studio & quindi stato rivolto a valutare se I'effetto di
inibizione della crescita tumorale, evidenziato nel trattamento in vivo con Efavirenz, risultasse essere
dose-dipendente. | risuitati sono riportati nella relazione scientifica dell’'U.O. 11.
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V) REGOLAZIONE DEL TURNOVER DI BCL2 RNA MEDIANTE RNA ANTISENSO

U.O. 13 — Responsabile Scientifico:  Angelo Nicolin, Universita di Milano

Relazione dell’attivita scientifica svolta dal’U.0. 13 - Prof. Angelo Nicolin, Dipartimento di
Farmacologia, Universita di Milano

Espressione di RNA antisenso complementare a bcl-2 mRNA

Sono stati identificati RNA in orientamento antisenso responsabili di specifiche trasformazioni
neoplastiche. Tra i primi nel definire le funzioni di RNA non codificanti, lo studio si & sviluppato
nell'approfondire le caratteristiche degli RNA regolatori.

L'applicazione del software AntiHunter ha permesso di identificare i potenziali trascritti antisenso del
gene bcl-2 mediante data-mining in una banca dati di EST. A questo scopo, & stata eseguita dapprima
una ricerca mediante BLASTN (oppure MEGABLAST) vs. il database delle EST e, successivamente,
sono state ottenute tutte le sequenze depositate che hanno un orientamento antisenso rispetto al gene
bcl-2. Questo software verra utilizzato anche per verificare se i potenziali trascritti antisenso vengano
espressi in maniera specifica nei linfomi follicolari con traslocazione 14;18. | dati acquisiti sono a
disposizione e costituiscono la base per successive ricerche.

Considerando la grande difficolta ad amplificare e quindi studiare filamenti di RNA e definirne
I'orientamento, un notevole impegno é stato indirizzato allo scopo di realizzare una RT-PCR filamento-
specifica. Aftraverso vari approcci, come descritto nella relazione di Il anno, si sono identificate
condizioni ottimali per poter identificare in modo definito l'orientamento antisenso degli RNA non
codificanti scoperti nell'ambito del progetto.

Piu’ recentemente RNA ottenuto da linfociti normali e da linfociti linfomatosi portatori della traslocazione
14,18, sono stati analizzati con tecnica microarray. | risultati di diversi esperimenti sembrano indicare la
presenza di alcuni corti RNA in aggiunta allRNA antisenso complementare alla regione di giunzione
14,18. Una piu approfondita analisi dei risultati e I'eventualita di utili comparazioni tra linfociti normali e
tumorali & ancora in corso.

Meccanismi molecolari del turnover di b¢l-2 RNA

Il nostro laboratorio, leader nello studio dei meccanismi che regolano la degradazione dei singoli
messaggeri, ha identificato nella rispettiva proteina I'elemento regolatorio dose-dipendente ed ha
ipotizzato un meccanismo di feed-back negativo. Nel corso del progetto & stato dimostrato che la
proteina & in grado di interagire esclusivamente con le sequenze regolatorie ARE del gene rilevante.
L'interazione funzionale proteina-RNA, analizzata a livello molecolare mediante diverse tecniche
univocamente ha invece dimostrato la non diretta relazione tra le due molecole. Le interazioni
molecolari con varie tecnologie inclusi i processi di silenziamento, di binding e di co-
immunoprecipitazione hanno rivelato l'interazione di B¢l2 con la proteina stabilizzante HuR (Fig.1).

Un apporto importante & derivato dagli studi mediante trasfezione di Bcl2 mutato in vari domain del 3’
UTR per riconoscere il domain rilevante per I'azione regolatoria in trans. In questo ambito risultati
rilevanti anche per la comprensione dei meccanismi degli altri RNA regolatori sono stati ottenuti
mediante ['utilizzo di plasmidi reporter. L'insieme di tecnologie avanzate ha consentito di stabilire un
quadro definito sui meccanismi che regolano I'espressione degli RNA e quindi sui livelli di espressione
genica. Lo studio ha anche potuto stabilire una gerarchia nell'azione di alcune proteine regolatorie molto
utile per il disegno di sistemi sintetici di controlio.

In una ricerca parallela, utilizzando il sistema dei tre ibridi & stata individuata una nuova proteina umana
che interagisce con 'ARE di bcl-2 denominata TINO. Dati preliminari evidenziano che il legame di TINO
al’ARE di bcl-2 svolge un’azione regolatoria negativa sui livelli post-trascrizionali di bcl-2. Sono state
concluse le analisi mediante elettroforesi bidimensionale e spettrometria di massa di altre proteine
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regolatorie in grado di interagire con I'ARE di bcl-2. E' stata quindi individuata una nuova proteina che
lega e stabilizza il messaggero di Bcl2, la  -cristalling, risultata over-espressa in linee di leucemia

linfocitica.
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Regolazione del turnover di bcl2-RNA con mezzi esogeni
Un nuovo ed originale sistema capace di aumentare I'espressione di un singolo gene & stato sviluppato
con oligoribonucleotidi sintetici opportunamente stabilizzati. | risultati appaiono di grande interesse
applicativo per la possibilita di up-regolare geni oncosoppressori.
In un sistema cellulare gli oligoribonucleotidi complementari (asORN) alla regione ARE di bcl2 hanno
rivelato una capacita di stabilizzare 'RNA di bcl2. Sono stati caratterizzati alcuni parametri, come la
curva dose-risposta, la specificita su sequenze ARE mediante studi in sistemi cell-free. L'analisi del
messaggero ha rivelato l'inibizione del processo di degradazione che ha determinato un aumento
significativo dell'espressione di RNA per bcl2.
L'azione di stabilizzazione specifica ha inoltre prodotto un evidente fenotipo caratterizzato da marcata
resistenza allo stimolo apoptotico ed all'induzione di processi differenziativi in cellule di neuroblastoma.
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Fig. 1. Aumento specifico
dell'attivita del bARE-
reporter silenziando HuR.
(A) Cloni HEK293
stabilmente trasfettati c¢i
costrutti reporter sono stati
trattacon siHUR come
indicato in Figura ed i livelli
di HuR e Bcl-2 sono stati
valutati mediante analisi di
Western Blot. (B) L'attivita
del reporter mostra un
aumento specifico
dell'attivita del costrutto
bARE a sequito del
silenziamento di HuR. (C)
L'analisi densitometrica
delle bande di Bcl-2 e HuR
evidenzia la riduzione di
entrambe le proteine in
seguito al trattamento con
siHuR. (D) Mediante
RealTime quantitative RT-
PCR si osserva |la
riduzione del’mRNA
endogeno di bcl-2 nelle
celiule in cui HuR &
silenziato. (E) La velocita
di degradazione del
messaggero  di  bcl-2
aumenta in presenza di
siHUR. (F) | livelli di
espressione del trascritto
bARE-reporter aumentano
nelle cellule trattatte con
siHUR.
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Sono stati disegnati e preparati 3 oligoribonucleotidi in orientamento senso (SORN) rispetto alla regione
ARE delllRNA di bcl2 che hanno dimostrato attivita stabilizzante agendo con probabile meccanismo
decoy. Essi sono in grado di stabilizzare il messaggero di Bcl2 legando le AUBPs in competizione con
la sequenza in cis del messaggero (Fig. 2).

Fig. 2. Spiazzamento delle AUBPs da parte degli ORN in
KSRP | S orientamento senso. L'esperimento di UV-crosslinking
evidenzia la competizione tra ORNs e AUBPs per |l
legame al trascritto bARE marcato radioattivamente.
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Un‘altra marcata differenza riguarda I'azione “aspecifica” degli ORN senso. Infatti le AUBPs legano
molte strutture ARE espresse in messaggeri diversi. Il confronto ORN senso-antisenso appare di
notevole interesse per la comprensione dei meccanismi che regolano i messaggeri. Per questi scopi &
stato eseguito uno studio mediante microarray sugli RNA cellulari ottenuti dopo trattamento con ORN
senso o antisenso. La valutazione dei risultati appare complessa e non ancora conclusa.

Gli studi di attivita antitumorale in combinazione con farmaci citotossici ha riguardato la cascata
PI3BK/AKT/mTOR che gioca un ruolo importante nel regolare la fosforilazione/inattivazione di Bcl2 e che
potrebbe trovare sinergia con i farmaci ad azione sui microtubuli. Sono state utilizzate cellule di prostata
umana con PTEN mutato o wild-type, in cui AKT risulta rispettivamente attivata in maniera costitutiva o
normale. L'inibizione di AKT con siRNA in cellule con AKT attivata ha rivelato un effetto sinergico con i
farmaci chemioterapici e nessuna sinergia nelle cellule con AKT espressa in modo regolato (Fig. 3).
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Fig. 3. Effetto sinergico di siAKT e taxolo in cellule di prostata PTEN-/-. Le colonne nei grafici si
riferiscono a: a-b, LNCaP; c-d, PC3; e-f, DU-145; a,c,e, siAkt1,2,3 e 10 nM taxolo; b,d, f, siAkt1,2,3 e
30nM taxolo. La prima colonna di ciascuna coppia mostra I'effetto di ciascun farmaco somministrato da
solo (parte inferiore) e I'effetto additivo atteso (parte superiore). La seconda colonna mostra invece
I'effetto ottenuto con la combinazione dei due farmaci. Il confronto tra la prima e la seconda colonna
rappresenta quindi la sinergia tra i farmaci.
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