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SOMMARIO

Il medulloblastoma €& il piu frequente tumore cerebrae maligno. Nonostante
miglioramenti importanti, la prognosi dei pazienti affetti & ancora sfavorevole, soprattutto
in caso di malattia metastatica 0 malattia in progressione o in recidiva. Inoltre, la prognosi
dei lungo-sopravviventi € pesantemente condizionata dagli effetti collaterali della
chemioterapia e della radioterapia. Una miglior comprensione dei meccanismi biologici
che sottendono alla trasformazione maligna e a comportamento aggressivo del
medulloblastoma potra permettere una migliore stratificazione dei pazienti e una
modul azione conseguente della terapia.

II' mio lavoro sul medulloblastoma & stato finalizzato alla caratterizzazione
citogenetica del tumore, individuando le alterazioni cromosomiche piu frequenti, con
delezione di 17p, 169, 10q, 8p, o guadagno di 17q, 7q o 2p. Abbiamo mostrato come il
guadagno del braccio lungo del cromosoma 8 (8q) sia significativamente associato ala
prognosi (p = 0,0141), ma questo dato non era interamente attribuibile a amplificazioni o
espressione di MYC. L’analisi dell’ espressione genica di tumori che mostravano guadagno
di 8g, ha permesso di individuare tre geni che mappano sulla stessa regione e la cui
espressione era significativamente associata alla prognosi: Eucaryotic Transation
Elongation Factor 1D (EEF1D), Ribosomal Protein L30 (RPL30), Ribosomal Protein S20
(RPS20).

P53 € una proteina espressa ubiquitariamente in tutte le cellule, e sovrintende al
mantenimento dell’integrita del patrimonio genetico, alla conservazione del programma
genetico specifico per ogni singola cellula, a controllo del ciclo cellulare, fino
dl’induzione de processs di differenziazione, senescenza, o0 apoptosi. Ne
medulloblastoma p53 é raramente mutata, ma la via di segnale appare perturbato. TP73
appartiene alla famiglia di TP53, e condivide molte delle funzioni proprie di p53. La
proteina da codificata e essenziae per lo sviluppo del sistema nervoso centrale. Di
p73 sono state identificate una isoforma completa (TAp73) e numerose varianti tronche
nella porzione amino-terminae (ANp73). Abbiamo analizzato I'espressione di queste
isoforme in linee cellulari di medulloblastomaein 34 tumori primitivi. Siale linee cellulari
stabilizzate, sia i tumori primitivi esprimevano elevati livelli di TAp73 e ANp73,
relativamente ai controlli cerebrali normali. Mediante analisi di Kaplan-Meier, € stato

dimostrato un trend favorevole per i pazienti i cui tumori presentavano sovra espressione di
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TAp73. Inducendo una maggior espressione di TAp73 e ANp73, abbiamo dimostrato
un'aterazione del ciclo cellulare e un'induzione dell’ apoptosi in condizioni basali e in
risposta all’ azione di farmaci citotossici.

WIP1, Wild-type p53-induced phosphatase 1, codifica per una fosfatasi che inibisce
p53. Il gene mappa sulla regione 170922-g23, della quale i medulloblastomi presentano
frequentemente guadagno. Abbiamo dimostrato come WIP1 sia sovraespressa nel
medulloblastomi primitivi in relazione a controlli normali, e in particolare come il
guadagno di 17g s associ alivelli maggiormente elevati di WIPL. Inducendo una maggior
espressione di WIP1, abbiamo dimostrato come, siain condizioni basali, sia in risposta a
trattamento farmacologico, WIP1 antagonizzi |I'azione di p53, determinando, cosi, una
minor induzione dell’ apoptosi.

In conclusione, numerosi fattori biologici concorrono a determinare il fenotipo
aggressivo nel medulloblastoma. 1| guadagno di 8q, elevati livelli di proteine ribosomiali e
la regolazione negativa dell’azione di p53 possono contribuire a indurre una maggiore

aggressivita o una scarsa risposta allaterapia nel medulloblastoma.



ABSTRACT

Medulloblastoma is the most frequent malignant brain tumor of childhood. Despite
numerous advances, prognosis is still grim for children who present metastases at
diagnosis, tumor progression or recurrence. Survivors suffer long-term toxicities, affecting
their neuro-cognitive, psychological, and growth potential or endocrine system.

A Dbetter understanding of biological mechanisms underlying medulloblastoma
malignant transformation and aggressive behavior will improve patients management and
therapeutical strategies.

By cytogenetical characterisation, we identified the most frequent chromosomal copy
number aberrations in 71 medulloblastoma. The most frequent lesions involved loss of
17p, 16q, 10q, 8p, or gains of 17q, 7q o 2p. Gain of 8q is significantly associated to worse
overall survival (p = 0,0141), but this result was not entirely attributable to MYC
amplifications or overexpression. By applying cytogenetica data to gene expression
analysis, we identified three 8g-mapped genes whose expression levels were associated to
prognosis. Eucaryotic Trandation Elongation Factor 1D (EEF1D), Ribosomal Protein
L30 (RPL30), Ribosomal Protein S20 (RPS20).

P53 is a ubiquitous protein which directly regulates genome stability, cell fate, cell
cycle, and can induce cell differentiation, senescence or apoptosis. P53 israrely mutated in
medulloblastoma, but its pathway is perturbed. TP73 is an onco-suppressor gene that
belong to the same superfamily of genes, and the protein retains same of p53 functions.
Moreover, p73 is fundamental in central nervous system development. Recently, many
different isoforms of p73 have been identified, encoding afull length (Tap73) and many N-
terminal truncated proteins (ANp73). We analyzed p73 isoform expression in cella lines
and 34 primary medulloblastoma samples and detected higher levels of TAp73 and ANp73
compared to norma brain tissue. By Kaplan-Meier analysis, we showed that high
expression levels of TAp73 are significantly associated to better prognosis. Overexpression
of TAp73 and ANp73 atered cell cycle and induced apoptosis in basal conditions and after
cytotoxic treatment.

WIP1, Wild-type p53-induced phosphatase 1, encoder for a phosphatase tha inhibits
p53. Its gene maps on 17g22-g23, which is frequently gained in medulloblastoma. We
detected high expression levels in medulloblastoma cell lines and 34 primary tumors, and i
particolar in those with gain of 179. Overexpression of WIP1 counteracts p53 functions,
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protecting cells from apoptosis under basal growth conditions and after in response to
chemotherapeutic drug.

In summary, several biologica factors influence medulloblastoma aggressive
behavior. We showed that gain of 8q, high expression levels of ribosoma proteins and
regulation of p53 functions by p73 isoforms and WIP1 may contribute to the malignant
tumor behaviour or modulate therapeutical response in medulloblastoma.



INTRODUZIONE

Il Medulloblastoma

Epidemiologia e caratteristiche generali.

Il medulloblastoma e il tumore cerebrale maligno piu frequente nell’ eta pediatrica, di
cui rappresenta circa il 20% di tutti i tumori primitivi del sistema nervoso centrale e quasi
la meta delle neoplasie a localizzazione primitiva nella fossa cranica posteriore (1, 2),

essendo la sede d'insorgenzail cervelletto.

Il picco di incidenza si colloca nel primi cinque-dieci anni di vita, anche se vi sono
forme piu rare che colpiscono fino al’eta giovane adulta. Caratteristicamente, questa

neoplasia colpisce con una frequenza doppiail sesso maschile rispetto a sesso femminile.

Alcune sindromi familiari sono associate a un maggior rischio di sviluppare questa
neoplasia: atassia-teleangectasia, sindrome di Turcot, sindrome del carcinoma delle cellule
basali. Tuttavia, la maggior parte dei medulloblastomi si presenta in maniera sporadica e

non e possibile inquadrare la neoplasia nell’ ambito di alterazioni ereditarie.

La recente classificazione del World Health Organization, aggiornata recentemente,
riconosce alcuni sottotipi istologici principali di medulloblastoma. La piu frequente
variante € detta classica, ed e caratterizzata da piccole cellule densamente disposte in
regolari foglietti. La forma nodulare o desmoplastica presenta zone ad alta celularita,
pallide alle colorazioni, intervallate da zone ricche di stroma; tale istotipo appare frequente
soprattutto nei bambini pit piccoli o in eta giovane adulta. Lavariante classicasi localizza
in maniera preferenziale alivello della porzione mediae (verme), mentre quella nodulare o
desmoplastica piu frequentemente viene riscontrata a livello degli emisferi cerebellari (1,
3). Una variante recentemente identificata, ma che va assumendo una sempre maggiore
importanza dal punto di vista prognostico, € laforma a grandi cellule / anaplastica. Questo



gruppo di medulloblastomi presenta cellule spesso raggruppate tra loro in piccoli “nidi”
con caratteristiche di anaplasia: citoplasma abbondante, nucleo spesso grande, irregolare,
mitosi bizzarre (1). Come per altre neoplasie pediatriche di derivazione embrionale, la
definizione anatomo-patologica di tumori che presentano caratteristiche anaplastiche
al’interno di un altro istotipo prevalente diviene spesso difficile. E sorto pertanto un
vivace dibattito circa la rilevanza della presenza di anaplasia dl’interno di
medulloblastomi classico o nodulare, alimentato dalle prime osservazioni riguardante la
prognosi, che appare piu grave proprio nei pazienti affetti da medulloblastoma anaplastico
(4-6). Per tale motivo, rispetto all’iniziale identificazione, gli attuali studi epidemiologici
riportano percentuali di anaplasia molto ampie e a volte discrepanti tra loro (7). Altre
forme piu rare sono la melanotica e il medullomioblastoma, che vengono diagnosticate
molto piu raramente, ma che pil SPESSO POSSONO essere repertate come aree di

differenziazionein altri sottotipi maggiori (1).
Caratteristiche biologiche.

Nonostante I'impegno di ricerca profuso per definire meglio questa neoplasia
maligna, le nostre conoscenze sui meccanismi biologici che sottendono alla trasformazione
dei precursori, alla crescita, alla progressione e alarisposta alaterapiadei tumori € ancora
largamente insufficiente. | maggiori successi comprendono infatti il miglioramento della

prognosi globale, senza pero che derivino dall’ individuazione di fattori biologici.

Ad esempio, un problema riguarda I’ origine del o, piuttosto, dei medulloblastomi.
Infatti, la cellula precursore del tumore non e ancora stata chiaramente identificata. Molto
probabilmente, a fenotipi e varianti istologiche con diversa localizzazione topografica,
corrispondono anche cellule di origine diversa, I’ attivazione di vie di segnale differenti e di

process di trasformazione malignainfluenzati da geni specifici (8, 9).

Alcuni studi, infatti, hanno dimostrato la derivazione del medulloblastoma da
strutture diverse del cervelletto. | primi lavori, soprattutto grazie al’uso di modelli murini
genotipicamente modificati, ha mostrato come la variante desmoplastica nodulare
riconosca la sua origine in cellule precursori dello strato granulare esterno del cervelletto
che persistono in uno stato mitoticamente attivo e, accumulando mutazioni, si trasformano
in cellule afenotipo maligno (10, 11). Piu recente € invece |’ evidenza che cellule staminali
periventricolari potrebbero essere implicate nell’insorgenza della variante classica di
medulloblastoma (9, 12-14).
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Lo studio e la caratterizzazione a livello patologico del medulloblastoma hanno
notevolmente beneficiato del progressi ottenuti mediante caratterizzazione citogenetica e di
espressione genica. Dal momento che la cellula di origine non e ancora stata con sicurezza
identificata, molti lavori sono stati indirizzati ala scoperta dei geni responsabili della
trasformazione maligna di precursori cerebellari. Alla distinzione circa I’ origine cellulare
del medulloblastoma corrisponderebbero anche alterazioni della biologica molecolare
diverse nei diversi casi. In particolare, alla base dei medulloblastomi di tipo desmoplastico
o nodulare vi sarebbe un’aterazione del pathway di Sonic Hedgehog (SHH), in particolare
mutazioni a carico del suo recettore PTCH1. Tale gene codifica per una proteina essenziae
per lo sviluppo embrionale, in particolare nel sistema nervoso centrale. A livello del
cervelletto, SHH contribuisce ala proliferazione e alla successiva maturazione dei neuroni
dello strato granulare esterno, inducendoli poi a migrare verso gli strati interni (10, 15-17).
Al contrario, I’ attivazione della via di segnale di WNT / B-catenin sarebbero attivati nel
medulloblastoma classico (12, 18-21). Gli studi di embriogenesi nei topi indicano come
Wntl siaimplicato nel processi di sviluppo del sistema nervoso centrale e del cervelletto in
particolare (22). Appartiene a una famiglia di geni determinanti nel controllare
I” espressione di molti geni, in particolare coinvolti nella crescita e nell’ adesione cellulari, e
interagisce con numerosi fattori di crescita (23, 24). La via di segnale indotta da WNT1

risulta coinvoltain numeros tipi di neoplasia (8, 25, 26).

Nuove tecnologie consentono di studiare i cambiamenti a livello di cromosomi, le
mutazioni a livello di geni e differenze nell’ espressione di singoli geni. In particolare,
conosciamo oggi molto piu approfonditamente molti riarrangiamenti genici che ci
permettono di apprezzare differenze anche al’interno dei diverss sottotipi  di
medulloblastoma (27). Negli ultimi anni, sono stati pubblicati numerosi lavori che,
mediante approcci paraleli, hanno studiato il patrimonio genico delle cellule del

medulloblastoma per identificarne le caratteristiche pit importanti.

Una delle tecniche che ha permesso o studio su numerosi campioni di tumore € il
CGH, Comparative Genomic Hybridization. Tae tecnica prevede la marcatura con
fluorofori diversi di DNA normale e di tumore che vengono ibridizzati competitivamente

in modo da determinare ove vi siano regioni di incremento o di perditadi DNA tumorale.

Per quanto riguarda le piu frequenti anomalie a carico del patrimonio genico di
questo tumore, il cromosoma 17 appare riarrangiato in circa il 50% dei casi: il guadagno

del braccio lungo e la perdita del braccio corto sono le alterazioni pit importanti e spesso
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sono presenti nello stesso paziente, dando luogo al caratteristico isocromosoma 17q. Altre
lesioni sono state riportate nel medulloblastoma, anche se con una frequenza minore (28-
33). Nessuna della aterazioni del genotipo € inoltre risultata specifica de
medulloblastoma, né ad esse corrispondono anche precise o specifiche modificazioni
dell’ espressione genica responsabili della tumorigenesi. Il caso piu significativo € proprio
quello dell’isocromosoma 17q o della perdita di 17p, lesioni la cui dta frequenza ha
suggerito una possibile diminuzione dell’espressione di p53. Secondo tale ipotes, la
perditadi unacopiadi p53, il cui gene mappa proprio su 17pl3, avrebbe potuto risultare la
causa determinante della trasformazione maligna di cellule precursori, ma tale mutazione
del patrimonio genico s associa a riduzione della proteina in termini quantitativi o
funzionali. Alcuni studi hanno ri-classificato il medulloblastomain class diverse a seconda
delle anomalie genetiche evidenziate, rilevandone il possibile impatto clinico-prognostico
(34).

Altri Autori hanno anche tentato di associare la presenza di determinate aterazioni o
il loro numero a fenotipo maligno. Ad esempio, un cariotipo maggiormente modificato,
secondo Reardon, € caratteristico della variante anaplasticala grandi cellule del
medulloblastoma (33). In realta, non &€ sempre agevole né univoco definire tali relazioni,

per cui differenze notevoli esistono anche tradivers studi.

Numerosi studi hanno ricercato una relazione tra la presenza di determinate lesioni
citogenetiche e la prognosi: tra tutte, la principale & senza dubbio la perdita del braccio
corto del cromosoma 17 (35-37). Matai osservazioni non sono state confermate da altri
studi (27, 30, 31, 38). Tali discrepanze possono essere spiegate soprattutto con il fatto che
il medulloblastoma e un tumore, in termini assoluti, abbastanza raro. Le casistiche spesso
comprendono un numero limitato di campioni e i pazienti sono stati Spesso trattati in
maniera eterogenea, perché provenienti daistituzioni diverse o in periodi diversi. Pertanto,

i risultati Sono spesso contrastanti e non permettono di formulare ipotesi conclusive.

Anche lo studio del profilo di espressione genica soprattutto mediante microarray ha
consentito di studiare ulteriormente i processi che sottendono ala genes de
medulloblastoma. Tale approccio permette lo studio del trascritto cellulare, con la
contemporanea determinazione dei livelli di espressione di migliaia di geni in un unico
esperimento. Infatti, I'RNA del tumore e un RNA di riferimento vengono retrotrascritti e
marcati con nucleotidi biotinilati e successivamente ibridati su un supporto con sequenze

complementari derivanti da geni noti o presunti. Il segnale fluorescente che si ottiene €
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pertanto proporzionale alla relativa abbondanza di ogni mMRNA trascritto. Tramite questo o
altri approcci simili, diviene piu agevole studiare I'espressione di migliaia di geni in
pressoché tutti i tessuti, normali o patologici, per definire una mappa di geni espressi in

maniera diversa a seconda delle diverse condizioni.

Un lavoro fondamentale in questo campo é rappresentato dallo studio condotto da
Pomeroy e coll (39), che ha evidenziato come il profilo di espressione genica siain grado
di discriminare i divers tumori cerebrali, ma anche come la variante classica e
desmoplastica di medulloblastoma presentino unaregolazione diversaalivello di trascritto.
Infatti, tra le due varianti istologiche, |'espressione di 149 geni differiva
significativamente, e tra questi anche molti coinvolti nel pathway di SHH (PTCH, GLI,
IGF-2, MYCN), un fattore di crescita e differenzazione molto importante per le cellule del
foglietto granulare esterno della corteccia cerebellare, la cui importanza appare
determinante nello sviluppo proprio dell’istotipo desmoplastico/nodulare. Tale pathway,
inoltre, appare aterato nella sindrome di Gorlin o del carcinoma delle cellule basali, che
comporta un aumentato rischio di medulloblastoma (specie nella primissima infanzia), ma
che appare sporadicamente coinvolto fino in circa il 20% del medulloblastomi. Lo stesso
lavoro, infine, ha identificato un sottogruppo di geni associati significativamente alla

prognosi dei pazienti affetti da medulloblastoma.

Lo studio di Chopra e collaboratori, mediante |a stessa tecnica, ha dimostrato come la
sovraespressione di determinati geni (nella fattispecie PDGF-Ra o dtri fattori implicati
nella trasduzione dei segnali del sistema RAS/IMAPK) sia associata a un comportamento
molto piu aggressivo della malattia, con maggiore tendenza alla disseminazione

metastatica 0 una scarsarisposta allaterapia (40).

Rimane comunque aperto I'interrogativo su come utilizzare nella pratica clinica
I’enorme mole di dati che vengono generati dall’analisi di migliaia di trascritti mRNA

mediante un singolo approccio tecnico (41).

Piu recentemente, I’ affermarsi di modelli murini transgenici ha permesso di chiarire
con maggior profondita il ruolo di alcune proteine (come PTCH, DNA ligasi 1V, inibitori
delle chinasi ciclino-dipendenti, eventual mente associate a mutazioni di p53) nell’indurre il
fenotipo maligno e di stabilire ulteriori connessioni tra il trascrittoma proprio delle
neoplasie e dei precursori in particolare del foglietto granulare esterno della corteccia
cerebellare. Questi studi contribuiscono a validare I'ipotesi che proprio queste cellule
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precursori, in conseguenza dell’accumularss di mutazioni e alterazioni genetiche,
persistono in uno stato mitoticamente attivo, non vanno incontro a normale processo di

maturazione, masi possono facilmente trasformare in cellule maligne (42-44).

Ruolo di p53 nel medulloblastoma.

P53 & una proteina espressa ubiquitariamente in tutte le cellule, e sovrintende al
mantenimento dell’integrita del patrimonio genetico, alla conservazione del programma
genetico specifico per ogni singola cellula, a controllo del ciclo cellulare, fino
al’induzione dei process di differenziazione, senescenza, o apoptosi. Per tale motivo,
I’espressione e I'attivazione di p53 nelle cellule vitali sono finemente e strettamente
regolate. Aumenti della concentrazione e della attivazione di p53 avvengono come risposta
aeventi stressanti, all’ esposizione ad agenti che danneggiano il DNA o a stimoli mitogeni
cronici (49, 50).

Mutazioni del gene che la codifica, in particolare a livello del dominio legante il
DNA, determina la perdita delle funzioni proprie di p53. In tal modo, le cellule possono
progredire nel ciclo cellulare senza controllo, accumulando nuove mutazioni e aterando
completamente il programma biologico e il destino cellulare previsti (51). | pazienti affetti
da sindrome di Li-Fraumeni, cioe portatori di mutazioni ereditarie a carico del gene TP53,
sono ad aumentato rischio di sviluppare neoplasie, incluso, anche se non frequentemente, il
medulloblastoma (52). Al contempo, studi sperimentali di modelli murini hanno mostrato
come mutazioni di Tp53 aumentino I’incidenza di medulloblastomi, in associazione ad
atre mutazioni (53-55). Rispetto a tumori che insorgono in eta adulta, nel
medulloblastoma le mutazioni a carico del gene TP53 sono rare (56, 57). La perdita del
braccio corto del cromosoma 17 € un evento frequente nel medulloblastoma; pertanto é
stato ipotizzato che piu che mutazioni a carico del gene, la emizigosi possa determinare
una ridotta funzione di p53 (58, 59). Tuttavia, questo meccanismo non € mai stato provato
e sono state formulate diverse ipotesi alla ricerca del gene coinvolto sul cromosoma 17p
(60, 61). Recentemente e stato identificato, come possibile gene candidato per il
medulloblastoma, REN(KCTD11), che ha funzioni di inibire il pathway di Sonic Hedgehog
e che inibisce la proliferazione cellulare (62). La precisa identificazione del gene o, piu
probabilmente, dei geni coinvolti nella trasformazione maligna delle cellule del cervelletto

rimane ancora dibattuta. Tuttavia, I’evidenza mostra come il pathway controllato da p53
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sia perturbato anche nel medulloblastoma, con perdita di funzione e riduzione dei
meccanismi che dovrebbero portare la cellula tumorae incontro ala morte programmata
(63, 64). Frank e collaboratori hanno per primi descritto la elevata espressione di p53 nella
variante anaplastica a grandi cellule del medulloblastoma (65). | meccanismi che
sottendono questo epifenomeno sono ancora parzialmente sconosciuti. Uno del
meccanismi ipotizzati coinvolge la degradazione di p53, in particolare tramite
ubiquitinazione e degradazione proteosomica della proteina, che appare sequestrata a
livello del citoplasma, e che quindi non puo esercitare le sue funzioni alivello del nucleo
(66). Un atro meccanismo implicato €& I'espressione di proteine che interferiscono
sull’ attivazione e sulle funzioni di p53 o ancora la sintesi di isoforme di p53 e di proteine
appartenenti alla stessa famiglia ad aterata composizione rispetto alla proteina nativa (67).
Infatti, TP53 e la famigliadi geni che essa comprende sono oggetto di splicing aternativo
che determina la sintesi di proteine tronche nella parte N-terminae (globalmente indicate
da simbolo AN) o che differiscono nelle sequenze carbossi-terminali (indicate con
I” appendice a, B, eccetera) (68-71). Recentemente, sono state identificate isoforme di p53
differenti per la sequenza C-terminale, la cui funzione rimane ignota (72). P73 € un
membro della famiglia di p53 e di essa esistono isoforme diverse (73, 74). 1l gene che
codifica per la proteina mappa sul cromosoma 1p36, regione frequentemente coinvolta e
deleta in numerose neoplasie, incluso il medulloblastoma. La isoforma completa (TAp73)
condivide con p53 la stessa struttura di base e notevoli analogie a livello del singoli
domini, in particolare del dominio legante il DNA (75, 76). Mantiene proprieta onco-
soppressori simili, se hon a volte sovrapponibili a quelle di p53 e proprieta di induzione
dell’apoptosi in vitro (75-78). Numerose isoforme troncate a livello della sequenza N-
terminale, invece, s ritiene agiscano in maniera dominante negativa sulle funzioni di p53,
esercitando una funzione anti-apoptotica in cellule tumorai e neuronali (79, 80). In
particolare, p73 (e soprattutto le forme troncate della proteina) sono espresse nel sistema
nervoso centrale durante lo sviluppo, dove contrastano I’azione di p53 e prevengono
I"apoptosi neuronale. Nonostante le numerose analogie strutturali con p53, le proteine
codificate dai geni correlati hanno delle funzioni specifiche. Infatti, mentre i topi privi di
p53 (p53 -/-) sono vitai, s sviluppano normamente e non presentano un fenotipo
distinguibile dai topi selvaggi (81). | doppi mutanti per Tp73 presentano delle anomalie di
sviluppo del sistema nervoso centrale (idrocefalo e disgenesia dell’ippocampo), oltre ad
alterazione della risposta infiammatoria (82). La trascrizione del gene TP73 é direttamente

attivata da p53, che, pertanto, ne determina anche le funzioni di controllo sul ciclo
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cellulare; anche altri fattori (ad esempio E2F1) contribuiscono atransattivare p73 (83), che,
a sua volta, contribuisce a incrementare la trascrizione del proprio gene (84). Numerose
sono le modificazioni post-trascrizionali che regolano I'attivita di p73, quali
ubiquitinazione, acetilazione, fosforilazione, in parte specifici (ad esempio I'interazione

con c-Abl), in parte condivisi con p53 e le proteine simili (85).

WPl (PPM1D, wild type p53-induced phosphatase 1 o protein phosphatase,
magnesium-dependent 1, delta) € un proto-oncogene la cui trascrizione € direttamente
regolata da p53. || gene mappa su 17922-923. L’ espressione di Wipl aumenta in risposta a
stress e danni indotti @ DNA cellulare (86). Elevati livelli di WIP1 sono stati riportati in
numerose neoplasie, in particolare per amplificazione della regione cromosomica dove
mappa (87, 88). La proteina ha funzioni di defosforilazione e regola negativamente
I’ attivazione del pathway di p53, assumendo funzioni pro-cancerogene (87). In particolare,
inibisce |’ attivita di p38BMAPK eriduce lafosforilazione e I’ attivazione di p53 (87, 89, 90).
La mancata fosforilazione di p53 da parte di pP38MAPK causa |’ abrogazione dei controlli
sul ciclo celulare che sono propri di p53. Inoltre WIP1 determina anche una
defosforilazione dei residui di Serina di ATM e dei residui di p53 fosforilati da ATM
stesso (91). Gli effetti dell’azione di WIP1 contribuiscono ad dterare i fondamentali
meccanismi regolatori del ciclo cellulare e le risposte cellulari stesse agli insulti al DNA.
WIPL1 contrasta direttamente la attivazione di p53 e indirettamente inattiva alcune delle
pricipali chinas volte a innescare la via del segnale di p53 stesso. Inoltre, WIPL
contribuisce anche alla defosforilazione di MDM?2, una E3 ubiquitinasi che determina
I’ ubiquitinazione e la successiva degradazione proteosomiale di p53. Quando p53 e MDM2
sono defosforilate su specifici residui aminoacidici, I’interazione tra le due proteine e

favoritaeil processo di degradazione di p53 viene innescato (92).

L’interesse per WIP1 € notevolmente aumentato negli ultimi anni, e sempre piu
dettagliata € la descrizione di interazioni con proteine che, inibendo p53, potrebbero
spiegare la funzione anti-apoptotica. Recentemente, due studi sul medulloblastoma hanno
confermato la elevata espressione di questa fosfatasi, pur senza studiare i meccanismi
biologici che ati livelli di WIP1 possono modificare, favorendo la crescita tumorale (29,
35).
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Clinica e diagnosi.

In considerazione della localizzazione del tumore primitivo, il paziente affetto da
medulloblastoma s presenta comunemente per i sintomi legati al’ipertensione
endocranica: la cefalea, caratteristicamente mattutina, seguita poi da vomito a getto,
ipertensione e bradicardia, fino alla papilla da stasi. Tratutti i tumori primitivi del sistema
nervoso centrale, il medulloblastoma ha la maggior tendenza a infiltrare i tessuti
circostanti, le meningi e a diffondere per via liquorale ed ematica, potendo dare seppur
raramente anche metastasi extra-cerebrali (in particolare osso e midollo osseo, linfonodi,
fegato e polmoni). La compromissione del tessuti sani circostanti determinai caratteristici
segni della sindrome cerebellare, con atassia, ipotonia, debolezza, adiadococinesia,
nistagmo, mentre deficit focali possono essere rilevati soprattutto a carico del tronco
encefalico. Fino a 10% dei pazienti s presenta con localizzazioni metastatiche gia ala
diagnosi. Nel post-operatorio, e caratteristica del medulloblastoma la cosiddetta “ sindrome
della fossa cranica posteriore”, caratterizzata, con espressione solitamente variabile, da
alterazione del comportamento, mutismo, deficit a carico dei nervi cranici e del cervelletto,
emiparesi. Solitamente tale sintomatologia € reversibile, anche se i tempi e I’ entita del
recupero sono estremamente variabili. Gli effetti a lungo termine delle terapie sono spesso
pesanti, in particolare per i pazienti piu piccoli, in cui maggiore e il declino delle funzioni

psico-cognitive e sensoriali o |’ alterazione dell’ accrescimento e delle funzioni endocrine.

Le indagini radiologiche necessarie per porre il sospetto di medulloblastoma
comprendono TAC e RMN cerebrali e spinale, mentre la puntura lombare con esame del
liquido cerebro-spinale contribuisce a chiarire una eventuale disseminazione di malattia.
Altre indagini, eseguite molto piu raramente possono comprendere scintigrafia ossea e

biopsia osteo-midollare.

Terapia e prognosi.

Pur essendo un tumore maligno e avendo caratteristiche di elevata malignita, il

medull oblastoma e una delle neoplasie cerebrali piu radio- e chemiosensibili.

Il primo approccio terapeutico prevede la stabilizzazione del paziente mediante
correzione dell’eventuale ipertensione endocranica. Dopo che il paziente €& stato
compensato, il tumore stesso viene asportato chirurgicamente. | miglioramenti nelle
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tecniche di neurodiagnostica e neurochirurgia hanno consentito di ottenere I’ asportazione
totale o quasi-totale della neoformazione nella maggior parte dei casi. Questo risultato
riveste un ruolo estremamente importante in tutti gli studi clinici, in quanto s associa a una

prognosi piu favorevole, se comparato con lapresenzadi un residuo di malattia.

La prima forma di trattamento dei pazienti affetti da medulloblastoma e stata la
radioterapia, che ancor oggi viene distribuita su tutto I'asse cranio-spinale (proprio in
relazione alla elevata tendenza ala diffusione attraverso gli spazi sub-aracnoidei), con una
maggior copertura della fossa cranica posteriore. L’associazione di vari regimi di
chemioterapia ha permesso di ridurre o dilazionare nel tempo (per cercare di minimizzare
gli effetti delle radiazioni sull’encefalo in via di sviluppo) la dose di radiazioni ionizzanti
cui il paziente viene esposto. A seconda delle fasce di rischio e dell’ eta del paziente, sono
previsti regimi chemioterapici che comprendono I’ uso di acaloidi dellavinca, metotrexate,
nitrosuree, ciclofosfamide. Con un approccio combinato di chirurgia, radio- e
chemioterapia, oggi la sopravvivenza globale dei bambini affetti da questa neoplasia e
migliorata notevolemente, arrivando a 65-70% a cinque anni dalla diagnosi nei pazienti
che presentano caratteristiche di rischio cosiddette “ standard”, mentre cala drasticamente al
25-35% nel pazienti ad alto rischio (2).

Il riconoscimento del fattori di rischio clinico per i pazienti affetti da
medulloblastoma, come per altre patologie tumorali, diviene molto importante per la
corretta definizione dell’ approccio terapeutico. A livello generale, sono stati individuati
diversi fattori prognostici, ma i principali sono ancora strettamente clinici e non
determinati dalle caratteristiche proprie o intrinseche dellaneoplasia (27, 41, 45).

Un primo criterio € rappresentato dall’eta del paziente alla diagnosi. Infatti, la
ricaduta o la progressione di malattia sono piu frequenti se il paziente presenta una eta
inferiore ai tre anni. Questo riscontro sembra essere piu in relazione ala mancata o
ritardata somministrazione di radioterapia in assenza di un regime chemioterapico
sostitutivo. La resezione completa, o quasi completa, e I'assenza di disseminazione
metastatica comportano un’ aspettativa di sopravvivenza decisamente migliore rispetto a
guei pazienti nei quali il residuo post-chirurgico € sensibile o vi sia gia ala diagnosi

disseminazione locale o0 a distanza

La definizione di piu precise categorie o sottotipi istologici ha permesso di
riconoscere entita che comportano probabilmente una diversa possibilita di sopravvivenza
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generale, anche se queste prime indicazioni devono essere confermate da pit ampi studi
epidemiologici, anche in considerazione della migliore definizione anatomo-patologica
delle “malattieemedulloblastoma’. In particolare, la variante a estesa nodularita,
caratteristica della sindrome del carcinoma delle cellule basali, anche se insorge piu
frequentemente nel lattanti o nella primissima infanzia, s associa a una prognos
decisamente migliore, mentre invece la variante anaplastica/ a grandi cellule avrebbe una

prognosi peggiore rispetto alle altre (4, 6, 40, 46).

Infine, le aterazioni a carico del cromosoma 17 (soprattutto la delezione del braccio
corto), una elevata espressione di MYC o di ERB/B2 sarebbero associate a una prognosi
peggiore, mentre una elevata espressione di TRKC o di catenina sarebbero in relazione a
unaprognosi favorevole (6, 27, 47).

Soltanto adesso le caratteristiche biologiche intrinseche del tumore, a contrario di
atre forme di neoplasia, iniziano arivestire un significato clinico e a integrare pertanto le
informazioni cliniche sulla malattia, venendo almeno in parte valutate in acuni de piu
nuovi protocolli clinici sperimentali. Questa mancanza di chiari marcatori genetici deriva
almeno in parte dal fatto che le conoscenze sulle caratteristiche biologiche della malattia
sono ancora relativamente modeste e percio stesse in divenire. In parte perche le relazioni
tra caratteristica biologica e prognosi non sono ancora sufficientemente provate, mancando
ad esempio di numeri sufficienti a dirimere i vari aspetti, e secondariamente perché

I"impatto dei singoli fattori su trial clinici diversi deve essere attentamente soppesato (6).

Predire il comportamento di una neoplasia in base alle sue caratteristiche biologiche
rimane uno degli obiettivi fondamentali per la ricerca in Oncologia e questo s deve
necessariamente avvalere di una migliore caratterizzazione delle tappe che portano dalla
cellula normale ala cellula neoplastica o di quelle caratteristiche che condizionano,
al’interno di una stessa neoplasia, la formazione di diversi sottotipi di malattia o

evoluzione e storia clinica differente (41).

Tali conoscenze potranno, inoltre, consentire di curare il singolo paziente del suo
peculiare tumore, adeguando pertanto la terapia in base dle caratteristiche genetiche e
fenotipiche della malattia. Per il carcinoma mammario, infatti, € in atto un trial clinico-
sperimentale che ha come obiettivo I’integrazione dei dati ottenuti mediante I’ analisi del
profilo di espressione genico con i parametri clinici di stadiazione e terapia del cancro alla
mammella. Questo studio, condotto nel Paesi Bassi, € I'unico di questo tipo attualmente
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aperto, che s pone I’'ambizioso programma di valutare I'impatto dell’ espressione di 70
geni correlati ala sopravvivenzasu tutti i nuovi casi di tumore nella nazione (48).

L a caratterizzazione genica di una neoplasia

Le basi molecolari di una neoplasia.

Nel corso degli ultimi decenni, |I'evoluzione delle nostre nozioni in biologia
molecolare e in particolare per le applicazioni di essa in oncologia € stata decisamente

notevole e grandiosa.

Negli anni '70, Knudson propose per la prima volta la sua teoria, basata
sull’ osservazione dei retinoblastomi con componente ereditaria, chiamata “two hits’,
secondo la quale ad una mutazione germinae di un gene determinante per lo sviluppo del
tumore, si aggiunge un secondo difetto a carico dello stesso gene nelle cellule somatiche
che assumono caratteristiche di omozigosi per la mutazione e diventano suscettibili di
trasformazione maligna (93). Tale teoria e stata rivoluzionaria e costituisce tutt’oggi una
pietra miliare dell’ oncologia, anche se sono molto poche le situazioni simili a quelle del
retinoblastoma, in cui e I’alterazione di un singolo gene a determinare il processo di

tumorigenes.

L’informazione genetica posseduta dalle cellule maligne non e la stessa di quella
delle cellule sane appartenenti alo steso individuo. Questa ulteriore affermazione ha
successivamente aperto la strada a nuove e sempre piu approfondite analisi. Infatti, le
cellule tumorali possono essere caratterizzate da alterazioni grossolane a livello dell’intero
patrimonio cromosomico, o alcuni del cromosomi, 0 da cambiamenti piu fini, con

mutazioni, amplificazioni, delezioni, o traslocazioni di regioni cromosomiche.

Le moderne tecniche di biologia molecolare permettono di conoscere e investigare
fino a singole mutazioni puntiformi che possono bloccare il processo di trascrizione,
aterare la funzionalita di proteine o modificare sequenze di regolazione dell’ espressione

genica.
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Nellamaggior parte dei casi, gli eventi che portano alla trasformazione di una cellula
facendole acquisire un fenotipo maligno sono molto complessi, dipendono dal
contemporaneo verificarsi di molti eventi e coinvolgono numerosi geni, che, avario grado,
controllano la capacita delle cellule di differenziarsi, moltiplicarsi, sopravvivere o andare

incontro all’ apoptosi nei tempi e nelle modalita programmate.

Nella classificazione tradizionale, i geni responsabili della tumorigenesi
appartengono a due grandi famiglie: i proto-oncogeni ei geni oncosoppressori. Alla prima
classe appartengono i geni che attivano il ciclo cellulare, o determinano la resistenza
all’ apoptosi spontanea o indotta dalla terapia, o stravolgono il programma predeterminato
per una linea maturativa di cellule (come MYC), mentre la seconda comprende geni che
frenano il ciclo cellulare, controllano I'integrita delle informazioni genetiche o
promuovono processi di differenziazione e di apoptosi (come TP53 o RB). Gli eventi che si
accumulano durante la trasformazione maligna liberano la cellula dai controlli propri e

contribuiscono arendere ulteriormente piu instabile il patrimonio genetico tumorale.

Caratterizzazione del genoma e dd trascrittoma: Comparative Genomic

Hybridization (CGH) e studio del profilo d espressione genica mediante microarray.

Alletradizionali tecniche di citogenetica per o studio del cariotipo, si sono affiancate
negli ultimi anni atre metodiche che permettono o studio su larga scala del patrimonio
genetico di numerosi campioni, come FISH, CGH, SKY, analiss SNP, fornendo spesso

informazioni complementari.

L’introduzione de! CGH s deve a Kallioniemi (94). Tale approccio prevede di
marcare con fluorofori differenti il DNA del materiale da esaminare e un DNA standard e
di ibridarle competitivamente su una piattaforma costituita da cromosomi normali o sonde
sintetiche, in modo da determinare alterazioni nel contenuto di DNA nel campione da
testare. L’eccitamento del marcatore con laser opportuno determina |’emissione di
fluorescenza, che viene analizzata con appositi programmi. In pratica, nell’ambito
oncologico, se prevale il segnale fluorescente corrispondente a tumore vi sara un
guadagno di materiale genetico nel tumore stesso, mentre se prevaleil fluoroforo con cui &
stato marcato il DNA di riferimento, significa che il tumore presenta una perdita del
corrispondente contenuto di DNA. A seconda della piattaforma utilizzata, la risoluzione

variada 10-20 Mbp (nel chromosomal CGH) alle 10-50 kbp nell’ array CGH.
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Questo approccio € oggi ampiamente utilizzato come metodo standard per screening
e caratterizzazione di linee cellulari e campioni di neoplasie. Nella maggior parte dei casi,
e difficile individuare con certezza singoli geni coinvolti nella neoplasia, in parte per la
risoluzione della tecnica stessa e in parte perché geni in regioni coinvolte in guadagni o
perdite non sempre mostrano una espressione alterata 0 sono imputati in rilevanti processi
biologici. Infine, traslocazioni bilanciate (cioé senza perdite o guadagno di materiae
genetico) non vengono evidenziate, come pure difficilmente vengono evidenziate
aterazioni all’interno di sequenze atamente ripetitive (come quelle pericentromeriche) o
del bracci corti acrocentrici. L’'applicazione del CGH ha perdtro facilitato la
identificazione di regioni cromosomiche frequentemente alterate, anche nel
medull oblastoma.

Allo stesso modo, per quanto riguarda lo studio dell’ espressione genica, alle tecniche
che prevedevano I'analisi di singoli trascritti per saggio (come la PCR), oggi nuove
tecniche permettono la contemporanea determinazione della relativa abbondanza di varie
migliaia di geni. Tra queste, un rilievo e un’importanza particolare la riveste I’analisi
mediante microarray. Due sono le principali modalita di allestimento dei microarray: la
prima utilizza intere catene o frammenti di cDNA fissate su un supporto di vetro (cDNA
microarray), mentre nella seconda brevi sequenze di oligonucleotidi (in genere da 20 a 60

bp) sono sintetizzate direttamente su un supporto di vetro (oligonucleotide microarray).

In breve, sequenze di cDNA o cRNA sono ottenute mediante retro trascrizione di
RNA, vengono marcate per via indiretta con fluorocromi e poi lasciate ibridare con il
materiale genetico legato al supporto di vetro. Dopo eccitazione mediante raggio laser, un
computer registra I'intensita delle radiazioni emesse dai fluorofori stessi. Un software
guantifica e interpreta i segnali emessi, permettendo all’operatore di comparare la
espressione relativa del geni nel campione rispetto a tessuto di riferimento.

Proprio lo studio ddl profilo di espressione genica del tumori s € rivelato la piu
grande applicazione del microarray, che costituiscono oggi un fondamentale approccio alla
comprensione dei processi che sottendono la nascita di un tumore (95). Questa tecnica,
infatti, consente di ottenere una visione certamente piu globale della complessa rete di
segnali che regolano lavita della cellula e individuare caratteristiche peculiari della singola
neoplasia, sia in termini di individuazione della causa o di fattori associati a un fenotipo
biologicamente aggressivo, Sia per quanto attiene la risposta ala terapia. Molti sono gli

studi che si sono proposti di identificare i fattori responsabili della trasformazione in senso
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neoplastico delle cellule, che vengono ad acquisire nuove proprieta e caratteristiche che le
distinguono dala popolazione cellulare normale, spiegando cosi le diversita di
comportamento e di riposta alle terapie (96). Benché queste informazioni siano
decisamente importanti anche per i possibili sviluppi terapeutici, le potenziaita dello
studio del profilo dell’ espressione genica non appaiono ancora completamente sfruttate,
soprattutto a causa della scarsa conoscenza delle funzioni biologici di molti geni (45).
Infatti, la definizione dell’intero patrimonio genetico umano ha consentito di scoprire
numerosi nuovi geni e di identificare, sulla base delle analogie di sequenza, nuove famiglie

di geni .

Anche I'interpretazione della mole di dati generati da questi tipi di studi non conosce
una uniforme valutazione e analisi statistica, con metodologie e approcci che spesso sono
molto diversi tra loro e che non trovano unanimi consensi. Nella metodica specifica,
inoltre, il campione di riferimento varia notevolmente a seconda dei gruppi di studio o dei
lavori e questo puod rendere molto difficile il confronto del dati. La complessita delle
operazioni volte a processare i campioni richiede che siano messi in atto tutti i controlli che
servono a garantire la qualita del materiale e la riproducibilita dei risultati, minimizzando
al contempo anche i possibili bias che possono compromettere, a partire dal disegno
dell’ esperimento, i risultati stessi. Dato che non sempre € possibile isolare le celule di
interesse, I’amplificazione di RNA proveniente da materiale normale frammisto aquello da

testare pud compromettere laqualita dei risultati stessi.

Infine, la trascrizione é solo uno del numerosi passaggi hecessari per arrivare ala
espressione piena del fenotipo della neoplasia e la cellula puo regolare e modificare larete
di segnali che ne regolano la biologia attraverso molti meccanismi, anche post-

trascrizionali, che non ivengono rilevati dall’analisi del trascrittoma con microarray.

Diventa pertanto necessario validare anche con atre metodiche i risultati ottenuti
tramite microarray e la regolazione dell’espressione dei singoli geni di interesse deve
essere confermata tramite approcci tradizionali ben consolidati, come la gRT-PCR. Infine,
ulteriori indagini possono identificare i meccanismi fini che regolano la funzione o
I’ attivazione delle proteine identificate, che sono gli effettori ultimi, e percio i piu

importanti, di tutte le funzioni cellulari.
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SCOPI DEL LAVORO

Nonostantei miglioramenti conseguiti negli ultimi decenni, la prognosi dei pazienti affetti da
medulloblastoma e ancora severa, particolarmente per i pazienti con malattia disseminata o con
recidiva. Inoltre, gli effetti a lungo termine delle terapie possono notevolmente condizionare la
qualita di vita dei pazienti lungo-sopravviventi e delle loro famiglie. Un ulteriore miglioramento
della prognos dipendera, quindi, da miglioramento delle nostre conoscenze sulla biologia
molecolare e sui meccanismi di trasformazione maligna delle cellule del cervelletto. Questi
progressi potrebbero contribuire a classificare meglio i pazienti in opportune fasce di rischio e
modulare conseguentemente I’ intensita della terapia, 0 meglio ancora, modellare |a terapia in base
alle caratteristiche proprie della singola neoplasia. Da questo pud derivare un miglioramento della
sopravvivenza alungo termine e una minimizzazione degli effetti collaterali indesiderati. Inoltre, la
scoperta di singoli geni implicati nella cancerogenesi potrebbe aprire la strada a nuove forme di

terapia, inclusalaterapia genica.

Lo scopo dei miei studi e I’identificazione di geni associati a specifici fenotipi tumorali e che
modulano le proprietd maligne del medulloblastoma. cio e stato ottenuto utilizzando numeros

approcci:

1. Mediante CGH ho contribuito a definire le principali regioni di guadagno o di
perdita genetica nel medulloblastoma:

2. Associando il profilo di espressione genica ale anomalie genomiche ho identificato

acuni geni lacui espressione si associa a una prognosi peggiore;

3. Alterando I'espressione di geni che contribuiscono a modulare I'azione di p53 nel
medulloblastoma, ne ho studiato gli effetti in colture cellulari in condizioni basali e
dopo stress (trattamento chemioterapico), per determinarne |’ importanza nel regolare

I’omeostasi delle cellule neoplastiche.
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MATERIALI EMETODI

Dati clinici e campioni biologici.

Nel presente studio, come parte di una valutazione retrospettiva, sono stati inclusi 71
pazienti (con eta compresa tra 7 mesi e 38 anni) affetti da medulloblastoma e trattati al
Texas Children’s Cancer Center di Houston, Texas, e a Boston Children’'s Hospital,
Boston, Massachusetts. | campioni sono stati ottenuti dopo consenso informale e
approvazione da parte dei rispettivi comitati etici istituzionali, immediatamente congelati

in azoto liquido e conservati a-80°C fino a momento dell’ utilizzo.

Sessanta pazienti sono stati sottoposti a resezione totale del tumore primitivo; una
resezione parziale e stata ottenuta solo in undici pazienti. | pazienti con eta superiore a 36
mesi hanno ricevuto il previsto trattamento radiante (dose totale di radiazioni sull’asse
cranio-spinale 2400-3600 cGy con boost fino a 5300-7200 cGy sul tumore primitivo).
Cinquanta pazienti hanno eseguito chemioterapia adiuvante, comprendente cisplatino e
vincristing, in associazione a diverse combinazioni di farmaci comprendenti carboplatino,
etoposide, ciclofosfamide e lomustina in accordo ai diversi protocolli utilizzati nelle
diverse idtituzioni, mentre 21 hanno ricevuto cicli di chemioterapia ad ate dos
comprendente vincristing, cisplatino, ciclofosfamide ed etoposide, seguita da rescue con
cellule staminali autologhe. Per I’intero gruppo, il follow-up aveva una mediana di 36 mesi
(range 4-109). Quarantaguattro di questi, pari a 67%, sono attuamente in vita
Cinquantuno pazienti erano maschi, 20 femmine. L’istologia prevaente era
medulloblastoma classico (32), seguito dal desmoplastico / nodulare (22 cas) e
dall’anaplastico / a grandi cellule (14 campioni); unaistologia mista é stata identificata in
trecasl.

Comparative Genomic Hybridization (CGH).

Il DNA della neoplasia € stato ottenuto mediante utilizzo di DNeasy kit (QIAGEN)
secondo le indicazioni fornite dalla ditta. In particolare, 10-15 mg di tessuto venivano posti

a digerire in apposito buffer di lisi a 50°C durante la notte in presenza di proteinasi K. Il
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mattino successivo, dopo aver centrifugato il campione, veniva aggiunto buffer contenente
-mercaptoetanol o e successivamente etanolo puro. Il lisato veniva fatto legare ad apposita
colonna di silice, purificato mediante lavaggi con buffer appropriati e successivamente
risospeso in acqua. In caso di limitata disponibilita di tessuto, dalla fase organica del
TRIzol, come descritto successivamente per I'estrazione di RNA, il DNA é stato
precipitato mediante aggiunta di etanolo puro e successiva centrifugazione (1950 x g per
30 minuti a4°C). Il DNA veniva sottoposto a tre differenti lavaggi in soluzione con sodio
citrato 0,1M in etanolo al 10% e un lavaggio finale con etanolo al 75%. Ridissolto il pellet
in appropriato volume di NaOH 8 mM, tamponata immediatamente mediante |” aggiunta di
HEPES 1M, il DNA veniva ulteriormente purificato mediante DNeasy kit, per eliminare

tracce di Sali (in particolare basi), seguendo le indicazioni del produttore.

1-2 ug di DNA sono poi stati marcati utilizzando il protocollo della nick-end
trandation, utilizzando un mix di DNA polimerasi e DNasi | (Invitrogen), con FITC-12-
dUTP o Texas Red-5-dUTP (Dupont NEN), rispettivamente per il campione di tumore o il
DNA di riferimento (placentare). Purificati mediante colonne Sefadex, i due materiali
(probando e riferimento) sono stati precipitati in eccesso di Cot-1 DNA (Invitrogen) e
risospesi un paio d'ore in soluzione di ibridazione (formamide 50%, 10 x SSC, 10%
destrano solfato) prima di applicarle a un vetrino sul quale erano presenti numerose figure
mitotiche dlestite da linfociti di individui normai dopo stimolazione con
fitoemoagglutinina. Dopo circa 48 ore di ibridazione a 37°C, i vetrini sono stati sottoposti
ad analisi mediante software QuipsPathfinder in modo da poter analizzare almeno quindici
metafasi separate tra loro. Il rapporto tra le intensita dei segnali luminosi fluorescenti
emessi da Texas Red e FITC lungo tutto il cromosoma é stato calcolato mediante
Quantitative Image Processing System (Applied Imaging). La media dei rapporti tra i
segnali luminosi ottenuti dalle diverse mitosi e I'intervallo di confidenza del 99% sono
state determinate per tutti i tumori su tutti i cromosomi. Rapporti maggiori di 1.2 0 minori
di 0.8 sono stati scelti come valori limite per definire regioni di amplificazione e di perdita
di materiale genetico del tumore, rispettivamente. Le amplificazioni sono state identificate

per valori maggiori di 2.0 per le regioni cromosomiche specifiche.

Analisi del trascritto mediante microarray e gRT-PCR.
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Ventisette del 71 cas studiati per le alterazioni genomiche, erano stati analizzati in
precedenza anche per |’ espressione genica, come parte di un piu ampio gruppo di 64
medulloblastomi (39). Il materiale biologico, ancora congelato, € stato omogeneizzato
mediante omogeneizzatore Polytron, in reagente TRIzol (Invitrogen). Dopo breve
incubazione a temperatura ambiente, € stato aggiunto cloroformio e, dalla fase acquosa
ottenuta dopo centrifugazione (11900 x g per 30 minuti a 4°C), é stato precipitato I'RNA
mediante aggiunta di isopropanolo e successiva centrifugazione. Rimosso il sovranatante,
I”"RNA e stato sottoposto alavaggio con etanolo al 75% in acqua DEPC e successivamente

risospeso in un appropriato volume di acqua DEPC.

Un ulteriore grado di purificazione, a fine di eliminare le frazioni a basso peso
molecolare di RNA (tRNA e frazione 5S), e stato ottenuto mediante RNeasy kit
(QIAGEN). In breve, la sospensione di RNA, addizionata di buffer di lisi con B-
mercaptoetanolo e successivamente di etanolo al 100%, e stata sottoposta a filtrazione
attraverso una membrana di silice posta su apposita colonna e successivamente purificata
mediante due lavaggi secondo le indicazioni fornite dalla ditta. L’RNA € stato risospeso
nella soluzione finale in due successive €uizioni con un appropriato volume di acqua
DEPC. L’integrita del materiale € stata accertata mediante Agilent 2000 Bioanalyzer
presso il Microarray Core Facility del Baylor College of Medicine.

Per vautare |’ espressione genica, 5-10 ug di RNA totale sono stati utilizzati per
generare due successive catene di cDNA, mediante impiego di Superscript 11 (Invitrogen) e
nuovamente cRNA biotinilato (T7 RNA Polimerasi, Affymetrix) in adatto buffer
(Affymetrix). Tae prodotto veniva poi frammentato (GeneChip Sample Cleanup,
Affymetrix), prima di essere ibridato overnight su HuGeneFL array (Affymetrix),
contenente 5920 geni noti e 897 sequenze codificanti non conosciute. Dopo quattro lavaggi
in soluzioni a concentrazioni decrescenti di SDS e SSC, i1 segnali fluorescenti sono stati
quantificati mediante scanner Affymetrix e software GeneChip (affymetrix) presso il
microarray Core Facility del Baylor College of Medicine. Sono stati ritenuti validi solo
guei chip per i quali sono stati rilevati valori di espressione con minima variazione
(GeneChip factor < 3). La normalizzazione dei dati (CEL file) e stata ottenuta mediante
software dCHIP v 1.3 (http://biosunl.harvard.edu/complab/dchip/).

La quantificazione dell’espressione genica mediante qRT-PCR € stata eseguita
utilizzando tecniche standard. L’'RNA cellulare totale € stato retro trascritto a cDNA

utilizzando M-MLVRT (Invitrogen), insieme a RNasi inhibitor in apposito mix di sali,
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oligonucleotidi e nucleotidi secondo le indicazioni fornite. Le reazioni di qRT-PCR sono
state effettuate utilizzando cDNA, SY BERGreen (Bio-Rad) e primer specifici ed effettuate
in triplette, in ameno tre repliche, utilizzando cicli standard su termociclatore Q4
Multicolor (Bio-Rad). L’espressione del geni di interesse € stata normalizzata
sull’espressione di GAPDH comparata a tessuto cerebrale fetale o cerebellare adulto
umani (Stratagene). L’integrita del prodotto di amplificazione € stata verificata con

elettroforesi su gel di agarosio, curve di melting, e sequenziamento.

Analis statistica del profilo genomico e dell’ espressione genica.

In un primo momento, abbiamo individuato le alterazioni del patrimonio genetico in
relazione ala sopravvivenza dei pazienti affetti. Mediante software SPSS v 11

(http://spss.com/spsshi/spss/index/htm), sono state generate le curve di sopravvivenza

globale e libera da malattia, stratificando i pazienti in base alla presenza o meno della
singola mutazione studiata. Il disegno dello studio ha previsto inoltre |’ analisi del profilo di
espressione di gruppi di medulloblastomi caratterizzati dalla stessa alterazione del genoma,
comparandoli ai restanti tumori, per generare una lista di geni la cui espressione fosse
significativamente modificata (definita dal log in base 2 dei rapporti campioni / gruppo di
riferimento e dal vaore di p<0.05, ottenuto mediante t-test) nello stesso senso della
maodificazione genomica studiata. Sono state prese in considerazione solo quelle aterazioni
che erano presenti in aimeno il 10% dei campioni studiati. Per i geni identificati in base
alla espressione differenziale, sono state generate le curve di sopravvivenza del pazienti,
stratificati in “esprimenti ad alto o basso livello” in relazione alla mediana di espressione

nel gruppo di 64 medulloblastomi studiati mediante microarray (Figura l1).

Analisi proteica.

Campioni congelati sono stati omogeneizzati in buffer di lisi (SDS 0,5%, 50 mM Tris
HCl pH8, 5mM NaEDTA, 2% B-mercaptoetanolo), a 100°C per ottenere la frazione
proteica. Dopo centrifugazione a massima velocita e a 4°C, la concentrazione delle
proteine nel sovranatante né stato determinato mediante Protein Assay (Bio-Rad). | lisati
proteici, conservati a-80°C fino al’ utilizzo, sono stati analizzati con elettroforesi su gel di
SDS-PAGE e trasferimento overnight su membrane di nitrocellulosa. Gli opportuni
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anticorpi primari, diluiti alla concentrazione desiderata in blocking solution contenente 5%
BSA, sono stati incubati con la membrana overnight; mentre gli anticorpi secondari,
marcati con tracciante fluorescente (Invitrogen) sono stati visualizzati mediante
apparecchio Odissey (LI-COR Biosciences). L’'espressione delle proteine € stata

normalizzata utilizzando j3-actina come controllo interno.

Colture cellulari, trattamenti farmacologici, transfezioni, saggi di luciferas e ciclo

cellulare.

Linee celulari stabilizzate di medulloblastoma (Daoy e D283Med), ottenute
dal’American Type Culture Collection, sono state mantenute in coltura in DMEM,
addizionato del 10% di siero fetale bovino, aminoacidi non essenziali, glutamina, ala
temperatura di 37°C e CO, 5%. Per i trattamenti farmacologici, cellule Daoy (portatrici di
mutazione a livello del gene TP53) e D283Med ( con TP53 wild-type) sono state esposte a
concentrazioni cerscenti di etoposide (1-10 uM) e cisplatino (5-25 uM); il veicolo (DM SO)
e stato utilizzato come controllo, diluito in terreno completo alla massima concentrazione

impiegata per i farmaci.

Per |e transfezioni, le cellule venivano seminate la sera precedente il trattamento in
piastre a sei pozzetti (Daoy 10000/mm?, D283Med 200000/ml); il mattino successivo
venivano risospese in terreno senza siero (800uL). 10 pg di Lipofettamina (Invitrogen) e 2
ug di plasmide per singola condizione venivano risospes rispettivamente in 100 ul di
terreno senza siero per 15 minuti, combinati insieme per 45 minuti e poi addizionati alle
cellule per 3 ore (D283Med) o 6 ore (Daoy), prima di inattivare la reazione con 1 ml di
DMEM addizionato di FBS al 20%. Il giorno successivo, le cellule venivano esposte ai
farmaci per la durata e ala concentrazione previste dall’ esperimento. Nei saggi di
transfezione che prevedevano I'impiego di luciferasi, il controllo della transfezione e stato
ottenuto mediante I'impiego di 5 ng di un vettore codificante per renilla luciferase
(Promega). Lalisi delle cellule alle varie condizioni e |la lettura dei segnali di luciferasi €
stata ottenuta secondo il protocollo Dual Luciferase Assay (Promega) mediante I’ utilizzo
di strumento Bio-Rad. Per le transfezioni di SSRNA, sono state impiegate sequenze
opportunamente disegnate da Dharmacon, utilizzando Oligofettamina (Invitrogen) e poi

sottoposte a trattamento farmacol ogico.
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Il ciclo cellulare é stato determinato raccogliendo le cellule in condizioni basali o
dopo aggiunta di chemioterapico mediante tripsinizzazione leggera, lavaggio in PBS e
fissazione in metanolo puro a-20°C in ghiaccio per aimeno 1h; successivamente le cellule
venivano reidratate in PBS, risospese in PBS contenente ipratropio bromuro (100 pg/ml).

Almeno 10° cellule sono state analizzate per |a determinazione del ciclo cellulare.

L’ apoptosi € stata determinata mediante saggio TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated byotinilated dUTP nick-end labeling). Le cellule, raccolte mediante
rapida tripsinizzazione, sono state successivamente fissate in paraformaldeide a 4% per 10
minuti, lavate in PBS e conservate a +4°C. La frazione apoptotica e stata determinata
mediante kit Frag-EL DNA fragmentation detection (Oncogene), mediante incorporazione
di nucleotidi biotinilati e anticorpi anti-biotina marcati con FITC. | nucle celulari sono
stati marcati con Pl per controllo. Almeno 10° cellule sono state utilizzate per ogni
condizione.

L’acquisizione del segnale di fluorescenza (ciclo cellulare e apoptosi) € stata
effettuata utilizzando un fluorocitometro a flusso della Becton-Dickinson; I’analisi del dati

fluorimetrici e stata ottenuta mediante software CellQuest.
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RISULTATI

Integrazione del dati di caratterizzazione genomica e espressione genica
nel medulloblastoma.

Principali alterazioni del cariotipo nel medulloblastoma e loro relazione con la

Soprawvivenza.

Lo scopo del primo lavoro era di identificare geni differenzialmente espressi in
relazione a cambiamenti della regione cromosomica su cui mappano e verificarne I’impatto
sulla sopravvivenza (Figura 1). Abbiamo incluso 71 pazienti con adeguati dati clinici e
materiale biologico disponibile per la caratterizzazione del patrimonio genetico mediante
CGH. Abbiamo innanzitutto studiato le piu comuni variabili cliniche (eta, sesso, presenza
di metastasi alla diagnosi, sottotipo istologico e regime terapeutico — convenzionae o ate
dosi con trapianto autologo di cellule staminali) in relazione alla sopravvivenza globale e
libera da maattia. Di tutte le caratteristiche considerate, I'eta inferiore a 3 anni e la
presenza di malattia disseminata ala diagnosi hanno mostrato una debole associazione con
una prognosi piu severa, mentre gli atri fattori non hanno mostrato nessuna relazione

statistica con la sopravvivenza (Tabella 1).

La maggior parte dei 71 medulloblastomi studiati mediante CGH ha mostrato
alterazioni del patrimonio genetico, riassunte in figura 2. [l cromosoma piu frequentemente
coinvolto, in accordo con precedenti studi riportati in letteratura, erail 17, con la perdita
del braccio corto o il guadagno del braccio lungo in poco meno della meta del casi,
rispettivamente. Le due alterazioni S sono presentate associate, dando luogo
all’isocromosoma 17q (I’ alterazione genetica piu caratteristica del medulloblastoma), in
circa un terzo dei casi. L'isol7q e stato I'unica anomalia cromosomica riscontrata in
cinque casi, confermando come il guadagno del braccio lungo e la perdita del braccio corto
del cromosoma 17 sia nel medulloblastoma un evento importante (27). In generale, le
perdite di materiale genetico nel tumore sono state rilevate in maggior numero rispetto al

guadagno di regioni cromosomiche. Nel primo caso, le anomalie hanno maggiormente
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coinvolto i cromosomi 16, 10, 8 e 11; guadagni di materidle genetico, invece, hanno
riguardato le regioni o i cromosomi 2p, 7, 18, X, 2g. L’amplificazione di regioni
cromosomiche e stato identificato a livello della regione 2p23-p24, che é risultata
I”amplificazione piu frequente (n = 4); altre amplificazioni sono state identificate a livello
di 2q14, 7934, 12p13 (n = 2 ciascuna); in un unico caso e stataidentificata |’ amplificazione
a carico di 8923-g24. Data la risoluzione del chromosomal CGH, le regioni 2p23-p24 e
8023-g24 con molta probabilita comprendono i geni MYCN e MY C, rispettivamente.

Il guadagno di 8g23-g24 e il guadagno o I’amplificazione di 2p23-p24 non erano
associati in maniera statisticamente significativa alla variante anaplastica/ a grandi cellule,
mentre I’unica amplificazione 8023-g24 é stata identificata in un medulloblastoma
anaplastico.

Per verificare il possibile significato prognostico delle alterazioni del patrimonio
genetico, abbiamo selezionato le anomalie genetiche presenti in ameno il 10% del
campioni. | 71 pazienti sono stati stratificati per la presenza o meno di ogni specifica
lesone e mediante analisi di Kaplan-Meier abbiamo verificato la relazione di ogni
anomaia con la prognosi. Delle piu frequenti alterazioni, nessuna € risultata
statisticamente associata alla sopravvivenza globae. || guadagno della regione 8923-g24
ha presentato la significativita maggiore (p=0.0141) in relazione ala prognosi. In aggiunta,
eliminando I’unico caso che presentava una amplificazione della stessa regione, questo
valore statistico diveniva ancora maggiore (p=0.0005). Abbiamo verificato mediante
analis multivariata la importanza di tale guadagno anche in relazione al’entita della
resezione, |’ eta, o la presenza di malattia disseminata alla diagnosi (Figura 3a). I guadagno
di 8g era ancora dtatisticamente associato alla sopravvivenza libera da malattia o
sopravvivenza generale (p=0.003 e p=0.013, rispettivamente, Cox analis). Tra le dtre
lesioni, solo il guadagno di 2p ha mostrato un trend per quanto riguarda la sopravvivenza,
con una prognosi decisamente peggiore per i casi con amplificazione della regione
contenente MYCN (Figura 3b).

Sudio d espressione genica di geni che mappano su 8a.

Abbiamo successivamente analizzato il possibile contributo di MY C alla prognosi. Il
dato di CGH mostra come, escludendo I’ unico caso con amplificazione della regione 8g23-
g24, la dgnificativita per la prognosi aumenti in modo significativo. Di 64
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medulloblastomi, inoltre, avevamo i dati dell’analis microarray per il profilo di
espressione genica (dati precedentemente pubblicati) e 27 di questi sono stati anche studiati
mediante CGH per la definizione del genoma. Abbiamo stratificato i 64 pazienti per
I’espressione di MYC in base ai dati dei microarray in due gruppi, in relazione alla
mediana. | pazienti i cui tumori avevano un’ espressione minore di MYC non presentavano
una curva di sopravvivenza statisticamente migliore rispetto a gruppo con elevata
espressione. Questo dato concorda con I'analisi del dati ottenuti mediante CGH
nell’ affermare che, in generale, I’amplificazione o I’ espressione di MYC non influenzano

in maniera significativalaprognosi dei pazienti affetti da medulloblastoma.

In considerazione dell’ assenza di impatto prognostico di MYC, abbiamo ricercato
altri possibili geni, mappanti su 8q, la cui espressione potesse essere posta in relazione ala
sopravvivenza. Abbiamo utilizzato il sottogruppo di 27 pazienti per i quali era disponibile
I"analis del genoma e dell’espressione genica. Dei tre tumori che presentavano un
guadagno della regione 8923-924, abbiamo analizzato il profilo di espressione genica,
comparandolo a quello del restanti medulloblastomi. Del 149 geni differentemente regol ati
(almeno 1.5 volte rispetto a gruppo di controllo, p<0,05), 27 erano sovraespressi e cinque
mappavano sullaregione di interesse. | 64 pazienti con dati di espressione genica sono stati
stratificati rispetto alla mediana di espressione per ogni singolo gene. Tre dei cinque geni
che mappano su 8q sono risultati significativamente associati ala prognos globale e libera
damalattia nel gruppo di 64 pazienti: eukaryotic translation elongation factor 1D (EEF1D:
p=0.014 e 0.085, rispettivamente); ribosomal protein L30 (RPL30: p=0.014 e 0.0018);
ribosomal protein S20 (RPS20: p=0.0005 e 0.0213) (Figura 3). Abbiamo infine indagato se
vi fosse una correlazione tra |’ espressione di MYC e tre geni ribosomiali nel gruppo di 64
tumori con i dati dell’analisi microarray, ma non e stato possibile identificare unarelazione
diretta (28).

Studio di proteine chealterano la funzione di p53 nel medulloblastoma

Caratterizzazione del livelli di espressione di p53 e p73.

Al fine di appurare il possibile ruolo su p53 delle diverse isoforme di p73 nel

medulloblastoma, abbiamo innanzitutto determinato il livello di espressione del geni
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oggetto di studio, nelle linee cellulari Daoy e D283Med e in 34 campioni primitivi di
medulloblastoma. La linea cellulare Daoy, con mutazione a carico del gene TP53,
esprime alti livelli basali di TP53, simili a quello del cervello fetale e marcatamente
maggiore del cervelletto adulto; a contrario, le D283Med esprimono bassi livelli basali di
TP53, sia minori del cervelletto adulto sia del cervello fetale. | livelli d’ espressione di
TP53 nel tumori primitivi € maggiore di quello del cervello fetale e soprattutto di quello
del cervelletto adulto. Entrambe le linee cellulari esprimono livelli elevati di TAp73 e
delle sue isoforme tronche N-terminali (qui indicate globalmente come ANp73), anche se
le D283Med, la cui sequenza di TP53 non & mutata, presentano livelli di espressione
molto maggiori rispetto alle Daoy sia di TAp73, sia di 4ANp73. Livelli ancora maggiori
delle diverse isoforme di TP73 sono stati misurati nel tumori primitivi, che, rispetto allo
stesso controllo (cervelletto adulto umano), presentavano marcatissimi livelli sia della
forma completa TAp73, sia delle restanti isoforme ANp73 (Figura 4a). In considerazione
del particolare interesse per ANp73, lacui proteina s ritiene eserciti un ruolo antagonista
di p53, abbiamo analizzato i livelli di espressione delle singole isoforme tronche nei
residui N-terminali. Nella nostra serie di campioni primitivi studiati (n = 34), non
abbiamo osservato significative differenze nell’ espressione dei divers trascritti di tali
isoforme (Figura4b). L’ analisi del contenuto proteico ha confermato la bassa espressione
basale di p53 nelle D283Med rispetto alle Daoy e ai tumori primitivi. Abbiamo, inoltre,
rilevato una marcata espressione di TAp73 e ANp73 alivello di linee cellulari, mentre i
tumori primitivi esprimono livelli molto maggiori di ANp73 rispetto alla isoforma
completa TAp73 (Figura 4c). Questi risultati suggeriscono un complesso sistema di
regolazione dell’espressione delle varie proteine, indicando come meccanismi post-
trascrizionali possano contribuire in modo rilevante alla determinazione del livelli finali
di proteina. La comparazione della determinazione proteica con i risultati ottenuti dalla
gRT-PCR ha confermato i risultati per le D238Med, mentre le Daoy esprimono piu
proteina intera rispetto alle isoforme tronche; infine, i tumori primitivi esprimono TAp73

alivelli minori rispetto alla presunta forma dominante negativa ANp73 (Figura 4c).

Sgnificato clinico dei livelli di espressionedi p73.

Abbiamo stratificato i 34 pazienti analizzati per |’espressione di TP73 in gruppi
diversi in relazione all’espressione di TAp73 e, mediante analis di Kaplan-Meier,
abbiamo riscontrato un trend verso una migliore sopravvivenza globale e libera da
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malattianel pazienti con piu alta espressione di TAp73, mentrei livelli di RNA di TP53 e
DNp73 non erano legati in alcun modo ala prognos del pazienti (Figura 5). Inoltre, non
sono state individuate relazioni trai livelli di mMRNA delle diverse isoforme di p53 e p73
e le principali variabili cliniche prese comunemente in considerazione (eta del paziente,

entita dellaresezione, presenza di metastasi alla diagnosi).

Sgnificato funzionale dell’espressione di p53, TAp73 e ANp73 nd
medulloblastoma.

Da momento che i campioni di tumori primitivi analizzati sono stati raccolti prima
di qualsias tipo di trattamento, i livelli di espressione di p53 e p73 non riflettono le
alterazioni dinamiche che possono essere determinate dai trattamenti stessi nel tumori
primitivi. Per indagare se i farmaci di comune impiego nella pratica clinica inducano o
meno una diversa espressione delle varie proteine, abbiamo studiato le linee cellulari
parentali di medulloblastoma prima e dopo trattamento chemioterapico con cisplatino
(CDDP), etoposide (VP16), doxorubicina. La linea cellulare Daoy, che esprime livelli
basali piu alti di p53, ha mostrato solo una minimainduzione di tale proteinarispetto ale
D283Med (Figura 6a), probabilmente perché la proteina mutata non subisce le medesime
regolazioni di quella integra. | trascritti del gene TP73, invece, vengono decisamente
sovraespressi, soprattutto per quanto riguarda le forme tronche ANp73 (Figura 6a). Al
contrario, il trattamento chemioterapico nelle D283Med determina un incremento
soprattutto di TP53 e del trascritto delle forme tronche ANp73, mentre i livelli di
espressione della TAp73 non si modifica significativamente (Figura 6b).

La transfezione delle linee cellulari stabilizzate con plasmidi, a fine di forzare
I’espressione di p53, TAp73 e ANp73, ha permesso di rilevare le proteine indotte
mediante western-blot. L’induzione di elevati livelli di p53 wild-type esogena, sia nelle
Daoy sia nelle D283Med, ha determinato un incremento della frazione apoptotica
misurata come picco pre-GO/G1 mediante citofluorimetria, in condizioni basali e dopo
trattamento farmacologico. Al contrario, I’ espressione di TAp73 0 ANp73 nelle Daoy non
ha modificato la percentuale di cellule in apoptosi sia in condizioni basali sia dopo
esposizione ai farmaci. Tale risultato indica che p53 rimane probabilmente una proteina
essenziale anche rispetto alle specifiche funzioni di p73 e che, quindi, la mutazione
presente nelle Daoy impedisce le funzioni di induzione dell’ apoptosi o del blocco del
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ciclo cellulare. Diversamente, nelle D283Med |'induzione sia di TAp73 sia di ANp73
aumenta I’ apoptosi in condizioni basali e dopo stress indotto da farmaci. Questo risultato
suggerisce che sia TAp73 sia ANp73 richiedano la presenza di p53 wild-type per
esercitare un ruolo ma altresi che il diverso ruolo delle due isoforme non risulta
completamente distinto, ameno apparentemente, in quanto entrambe determinano
I"incremento di apoptosi (Figura7) (97).

WIP1 é espresso maggiormente nei medulloblastomi che mostrano un guadagno di
17q.

Anche per 1o studio di WIPL, inizialmente abbiamo caratterizzato le linee cellulari e
34 medulloblastomi primitivi per |’espressione di WIP1 mediante studio del trascritto
MRNA. Mentre le Daoy esprimono bassi livelli di WIPL, le D283Med, che sono
caratterizzate dalla presenza di is0l7g, lo esprimono ad elevati valori, se comparate a
cervello fetale. L’analisi dei tumori primitivi ha mostrato livelli globali di espressione
maggiore in tutti i tumori rispetto a cervello fetale e alle linee celulari. Studiando i
livelli del trascritto in base alla presenza o meno di guadagno del braccio lungo del
cromosoma 17, abbiamo notato come |’ espressione di WIP1 sia notevolmente maggiore
nei tumori con guadagno del braccio lungo del cromosoma 17 o presenza di isol7q,
rispetto agli altri medulloblastomi primitivi. Questa associazione tra citogenetica ed
espressione di WIP1 mRNA e risultata statisticamente significativa (p<0,0001) (Figura
8a).

Un sottogruppo di 10 medulloblastomi € stato analizzato anche mediante tecnica
western-blot per valutare il grado di espressione di WIPL1 a livello proteico. Questa
valutazione ha confermato come le D283Med esprimano anche in termini di proteine
maggiori livelli di WIPL rispetto alle Daoy. Tra i tumori primitivi, cinque avevano un
guadagno di 17g o isol7qg, uno una trisomia 17, mentre i restanti quattro non erano
caratterizzati da nessuna alterazione a carico del braccio lungo del cromosoma 17. Anche
guesta analisi ha confermato, seppur su un ridotto numero di campioni di tumore, la
maggior espressione di WIP1 nei medulloblastomi con guadagno di materiale genetico
nellaregione 17q rispetto agli altri tumori (Figura 8b).
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WIPL interferisce con |’ attivazione del pathway di p53 in linee cellulari stabilizzate
di medulloblastoma.

In maniera simile a quanto effettuato per p53 e p73 nelle diverse isoforme, abbiamo
transfettato con vettori di espressione per WIPL |e cellule stabilizzate (Daoy e D283Med),
per indurre aumentati livelli di proteina. Il trattamento delle Daoy e delle D283Med con
agenti citotossici causa un aumento della quantita totale di p53 e della sua attivazione,
determinata mediante misurazione della forma fosforilata sul residuo Ser-15. La
transfezione di WIPL contrastal’induzione e I’ attivazione di p53, come mostrato in figura
9. Infatti, in entrambe le linee cellulari, la aumentata espressione di WIP1 riduce sia il
livello totale di p53, sia la forma fosforilata (Figura 9a). Abbiamo utilizzato anche un
approccio con plasmide reporter per analizzare I’ ativazione del pathway di pS3. Il gene
della Luciferasi, sotto controllo del promotore di p2l, viene trascritto in risposta
al’attivazione di p53 e in ta modo viene sintetizzata la luciferasi, che genera una
reazione fluorescente se posta a contatto con apposito reagente. Quindi, una maggior
fluorescenza della luciferasi s spiega con I’aumentata trascrizione indotta da p53 sul
promotore di p2l. La transfezione di p53 ha determinato un incremento del segnale
luminoso, evidenziando una attivazione di p53 sia nelle Daoy sia nelle D283Med. La co-
transfezione di p53 insieme con WIP1 ha prodotto una riduzione del segnale luminoso
della luciferasi, indicando cosi come WIP1 nel sistema cellulare impiegato inibisca

direttamente p53 o interferisca con la sua attivazione (Figura 9b).

Abbiamo poi trattato le linee cellulari stabilizzate con etoposide per 24 ore a
concentrazioni sub-tossiche e ne abbiamo studiato le aterazioni alivello di ciclo cellulare
e gli effetti sull’ apoptosi (Figure 9c e 9d). In particolare, I’aumento dell’ apoptosi rilevata
nelle D283Med dopo trattamento era significamente maggiore rispetto a quella che é stata
notata nelle Daoy (p = 0,033). Tale dato pud essere spiegato ancora una volta dalla
presenza della mutazione alivello di TP53 che previene |’ induzione della morte cellulare.
Infatti, |’ espressione di p53 esogena ha almeno parzia mente compensato le funzioni della
proteina endogena inattiva. L’incremento dellafrazione di cellule in fase sub Gy-G; dopo
trattamento chemioterapico e transfezione con p53 e risultato maggiore e statisticamente
significativo in entrambe le linee cellulari (p = 0,019 per le D283Med; p = 0,044 per le
Daoy). Latransfezione di WIPL1 e la co-transfezione di p53 e WIPL nella linea cellulare
D283Med ha ridotto in maniera significativa la percentuale di cellule in fase sub Go-G;
soprattutto in condizioni basai (p = 0,013 e p = 0,026, rispettivamente). Dopo
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trattamento citotossico, la co-transfezione di WIP1 e p53 non ha determinato
cambiamenti nella percentuale di cellule in apoptos rispetto a controllo (vettore per

I’ espressione di GFP), mentre tale valore era minore rispetto alle cellule transfettate per la
solap53.

Presi globalmente, tutti questi dati confermano come, anche nel medulloblastoma,
WIP1 eserciti una funzione anti-apoptotica, interferendo con |’azione e I’ ativazione di
p53 (98).
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DISCUSSIONE

Lamaggior parte del mio lavoro di ricerca durante il programma di dottorato e stata
dedicata alla caratterizzazione molecolare del medulloblastoma e al’identificazione di
fattori responsabili della trasformazione maligna o in grado di influenzare I’ aggressivita
del tumore, con un’ ottica particolare ala risposta terapeitica e ala prognosi dei bambini
affetti.

Il primo ambito di attivita ha previsto I'integrazione delle informazioni ottenute
atraverso lo studio delle aterazioni genomiche e dell’espressione genica nel
medulloblastoma. La frequenza delle principali aterazioni presenti nella nostra serie,
comprendente 71 campioni primitivi, € simile a quella riportata in atri lavori. In
particolare, la perditadel braccio corto eil guadagno del braccio lungo del cromosoma 17
sono risultate le pit comuni, seguite da perdite delle regioni o dei cromosomi 16q, 10q,
8p, 16p6q, 10p, 9qg, 11p e dal guadagno di 7q, 2p, 7p. La presenza di tutte queste
alterazioni non e risultata significativamente associata alla sopravvivenza globale o libera
da malattia in base alla valutazione dei dati clinici del nostri pazienti. Alcuni lavori,
invece, hanno identificato una possibile relazione tra alterazioni del genoma e prognosi
(35-38, 99), anche se questi risultati appaiono ancora controversi, dato che in altri studi
non é stata riscontrata acuna relazione tra aterazioni del genoma e sopravvivenza (27,
30, 31). In particolare, il cambiamento significativo per la prognos identificato con
maggior frequenza e senza dubbio la perdita del braccio corto del cromosoma 17 (35-38,
99). In base dl’andis della nostra casistica, invece, possiamo affermare come tale
cambiamento coesista in maniera significativa con il guadagno e, soprattutto,
I"amplificazione della regione 2p23-p24, comprendente I’oncogene MYCN.
L’ amplificazione e stata rilevata in quattro campioni e tre di presentavano anche la
delezione 17p (p = 0.005). Le amplificazioni a carico dei principali oncogeni sono un
evento non molto frequente nel medulloblastoma. Anche in questo caso, i nostri dati
concordano con quelli ottenuti mediante un’altra tecnica in una serie diversa (100).
Proprio |I’amplificazione o I’ elevata espressione dell’ oncogene MYCN, secondo la nostra
ipotesi, s possono accompagnare ala perdita di 17p come epifenomeno o come

alterazione aggiuntiva e peggiorativa e, pertanto, possono influenzare la prognosi. Il
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nostro lavoro ha evidenziato come il guadagno della regione 8923-g24 si associ in modo
statisticamente significativo alla prognosi. Inoltre, escludendo I'unico paziente con
amplificazione a carico della stessa regione, la relazione diviene statisticamente ancora
piu significativa, suggerendo come altri geni, e non solo MY C, possano influenzare il
fenotipo rendendolo piu aggressivo. Infatti, anche I'analisi dell’espressione genica
ottenuta mediante microarray, ha confermato come una elevata espressione di MY C non
Sl associ a una peggiore sopravvivenza in una casistica di 64 tumori. Invece, la nostra
analisi ha individuato tre geni, che mappano sul cromosoma 8¢, espressi ad alto livello
nei tumori con guadagno di 8q e i cui elevati livelli sono in relazione con una minore
sopravvivenza globale e libera da maattia. Dal momento che abbiamo rilevato una
maggior espressione di tali geni anche in campioni di tumori che non presentano
guadagno della regione 8q, s puo supporre che meccanismi alternativi di induzione,
divers dalla semplice alterazione genomica, possano contribuire a determinare il fenotipo
tumorale e la sopravvivenza del pazienti. Tutti etrei geni individuati sono coinvolti nelle
funzioni ribosomiali: RPS20 codifica per una proteina che compone la subunita 60S dei
ribosomi, mentre RPL30 costituisce parte della subunita 40S. EEF1D é coinvolto nel
legame del t-RNA a ribosoma, durante I’alungamento della catena proteica. Questo
reperto conferma come |’espressione di geni ribosomiali sia parte fondamentale della
biologia cellulare per garantire una vantaggio alla crescita tumorale. L’ individuazione dei
meccanismi, che la cellula tumorale stessa mette in atto per garantirsi le basi per un piu
sostenuto metabolismo, rimangono da chiarire e possono a contempo gettare nuova luce
sui meccanismi di tumorigenesi e fornire ulteriori spunti per terapie piu selettive (41).

I meccanismi molecolari alla base del medulloblastoma non sono ancora chiariti e
la regolazione della risposta alle terapie messe in atto verso tae neoplasia (sia
farmacologica sia radiante) puo contribuire al’outcome finale dei pazienti affetti.
Evidenze sperimentali chiamano in causa TP53 nel processo di tumorigenesi, ma gquesto
gene presenta mutazioni solo in una minima parte dei medulloblastomi primitivi finora
studiati (56-58, 101). Il pathway di p53 appare peratro fortemente perturbato nel
medulloblastoma e i livelli di espressione di p53 sono molto elevati proprio nelle forme
ad ata malignita come I'anaplastico / a grandi cellule (64, 65). E verosimile che
molteplici eventi concorrano a inibire I’ ativazione o la funzione della proteina stessa,
prevenendo la messa in atto del meccanismi volti a controllo del ciclo cdlulare e
all’induzione dell’ apoptos in risposta a insulti a genoma. Abbiamo quindi cercato di

studiare alcuni fattori in grado di inibire o alterare p53 e il pathway indotto, permettendo
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ale cellule normali di sfuggire a normali meccanismi omeostatici e di controllo sulla
proliferazione e trasformazione maligna.

TP73 appartiene alla famiglia di TP53. Il gene e localizzato a livello di 1p36,
regione frequentemente deleta nel medulloblastoma. La struttura della proteina derivante
dal gene TP73 presenta numerose analogie con quelladi p53. Il trascritto di TP73 puo dar
origine a diverse isoforme con funzioni non ancora del tutto chiarite, sia nelle cellule
normali, sia nelle cellule tumorai (67). Come per p53, anche p73 presenta diverse
isoforme caratterizzate da differenti porzioni nelle sequenze carbossi-terminali, la cui
scoperta richiede ulteriori studi volti a precisare meglio le specifiche funzioni (68-71).
Del gene TP73, inoltre, sono state descritte numerose varianti caratterizzate, rispetto ala
forma nativa, dal troncamento a livelli diversi nelle sequenze N-terminali, riferite come
ANp73 (79, 102, 103). La proteina completa esplicherebbe funzioni simili aquelle di p53,
inducendo la sintesi e la attivazione di proteine atte a bloccare il ciclo cellulare o di
indurre |’ apoptosi in cellule per le quali il danno genomico non permette la riparazione. E
stato proposto che le isoforme tronche nelle sequenze N-terminali agiscano come una
proteina dominante negativa, prevenendo |'azione di p53 e p73 e quindi proteggendo
dall’ apoptosi. Tali proteine sono espresse a divers livelli nel sistema nervoso centrale
durante lo sviluppo e la vita adulta (82). Il nostro lavoro ha confermato come anche
tessuti cerebrali non trasformati esprimano queste isoforme, mentre linee celulari e
soprattutto campioni di medulloblastoma esprimono i trascritti e le proteine a elevati
livelli. L’analis quantitativa ha evidenziato come elevati livelli della forma nativa TAp73
presentino un trend verso una migliore sopravvivenza dei pazienti. Elevati livelli di
TAp73 e ANp73 possono influenzare il fenotipo del tumore e regolare la risposta delle
cellule maligne agli eventi citotossici, interagendo con p53 potendo rivestire quindi un

significato funzionale.

| nostri dati indicano che il trattamento con agenti chemioterapici determina un
aumento dei livelli di espressione di p73, in particolare di ANp73. Per meglio chiarire il
significato funzionale delle diverse isoforme di p73, abbiamo forzato |’ espressione di
p53, TAp73 e ANp73 nelle linee di medulloblastoma e determinato i cambiamenti a
livello di ciclo cellulare e frazione delle cellule in apoptosi, in condizioni basali e dopo
stress citotossico. Abbiamo determinato come |’ aumentata espressione di tali geni ateri il
profilo del ciclo cellulare e induca |’ apoptosi, speciamente dopo risposta al trattamento
farmacologico. | nostri dati supportano |’'ipotesi che le isoforme di p73 agiscano
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complementando I’azione di p53, ma necessitino della forma nativa della proteina (e
quindi completamente attiva) per determinare i loro effetti. 1| modello iniziae, che
presupponeva che TAp73 esercitasse una funzione pro-apoptotica, mentre ANp73
contrastasse tali effetti, sembra oggi eccessivamente semplificativo (77, 102, 103). Infatti,
anche in atri sistemi cellulari le due isoforme non sembrano contrastarsi reciprocamente.
Questi dati via via emergenti, indicano come le funzioni delle diverse isoforme di p73
sembrano dipendere dal contesto biologico cellulare e suggeriscono che molteplici fattori
entrino in gioco nel determinare I’ azione pro- o anti-apoptotica. Le relazioni trale diverse
isoforme di p73, e tra queste e p53, sono ancora da definire, anche se appare chiaro come
in molti casi il ruolo di questi legami sia determinante (79).

WIP1 e un gene direttamente regolato anche da p53, che codifica per una serina-
treoninafosfatasi. La proteina puo contrastare | attivita di p53 defosforilandola sui residui
aminoacidici chiave o contribuendo ala stabilizzazione di MDM2, che ubiquitinizza p53
e ne determina la degradazione proteosomiale (88, 104, 105). Guadagno o amplificazioni
a livello della regione 17923, dove mappa il gene WIP1, sono frequenti nel
medulloblastoma (35). Nel nostro lavoro, abbiamo dimostrato una elevata espressione di
WIPL1 nel tumori rispetto ai controlli normali, ed in particolar misura nei tumori che sono
caratterizzati dal guadagno della regione coinvolta. Gli ati livelli di WIP1 possono
conferire un vantaggio ale cellule tumorali, garantendo I'inattivazione di p53 e
prevenendo i controlli propri sul ciclo cellulare. Anche i tumori primitivi, esprimendo
maggiori quantita di WIPL, riescono meglio ad evadere i controlli previsti sul ciclo
cellulare, anche dopo trattamento radiante o con farmaci citotossici. Abbiamo quindi
utilizzato linee cellulari stabilizzate di medulloblastoma per studiare il possibile ruolo di
WIPL nel’inibizione di p53 in rispostaallaterapia.

Come era prevedibile, un’aumentata espressione di p53, anche in cellule con
proteina nativa, determinal’ aumento della frazione cellulare apoptotica, siain condizioni
basali ma soprattutto dopo stress citotossico. Una maggiore espressione di WIPL, per
converso, ha bloccato tale azione, nelle cellule con p53 mutante e p53 nativa, in maniera

molto piu evidente nelle cellule esposte al’ etoposide.
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CONCLUSIONE

L’ identificazione delle variabili biologiche associate alla prognosi rimane uno del
fattori determinanti per la conoscenza e la gestione del medulloblastoma. Infatti, la
migliore stratificazione dei pazienti in base a fattori di rischio clinici e soprattutto
biologici potra consentire di predire quali pazienti presentino una neoplasia aggressiva e
quali siano affetti da una neoplasia con caratteristiche maligne piu contenute, modulando
laterapiain maniera conseguente. Questo potra permettere di migliorare la sopravvivenza
globale in quel pazienti per i quali la prognosi appare ancor oggi grave, e di limitare gli

effetti a distanza dellaterapia per i bambini affetti da tumore rel ativamente piu benigno.

La complessita della biologia del medulloblastoma rappresenta a momento attuale
un problema clinico importante e a contempo costituisce una sfida a clinico e a
ricercatore, che sono chiamati a mettere a punto strategie sempre piu personalizzate per

un percorso clinico incentrato sulla singola malattia e sull’ individuo affetto.

Il lavoro esposto ha cercato di rispondere ad alcuni quesiti, individuando marcatori
biologici apparentemente in grado di influenzare il decorso clinico del medulloblastoma.
Gli studi funzionali sono ancora in corso, con il preferenziale obiettivo di chiarire i
cambiamenti ala base dellarisposta dlaterapia e i meccanismi di evasione mess in atto

dalle cellule tumorali, che continuano a crescere 0 possono causare larecidiva.
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ICONOGRAFIA

Tabellal.

71 tumori 27 tumori 64 tumori
PAZIENTI E
Analizzati con Analizzati con Analizzati con
CARATTERISTICHE DEI CGH CGH e microarray microarray
MEDULLOBLASTOMI

Eta in mesi (mediana) 7
80 (89.4; 7-458) 73 (93.6; 7-458) & (99'2’55)

(media; range)

Follow-up in mesi
(mediana)

(media; range)

36 (39; 4-109)

39 (40.2; 7-80)

39 (46; 5-130)

Pazienti di eta < 3 anni

P

14 (0.079)

7 (0.593)

11 (0.656)

Metastasi (sec Chang) MO:

54 : 17 (0.106)

20 : 7 (0.1132)

43 : 21 (0.116)

M+ (p)
Sesso'(gas‘:h"’: femmina 51 : 20 (0.911) 18:9(0.592) | 42: 22 (0.328)
ISTOLOGIA
Classico (p) 32 (0.714) 16 (0.461) 43 (0.652)
NOdU'?S / Desmoplastico 22 (0.558) 8 (0.327) 15 (0.46)
Anaplastico / a grandi 14 (0.844) 0 0
cellule (p)
Misti (p) 3 (0.935) 3 (0.769) 6 (0.736)

Principali caratteristiche cliniche e patologiche dei tumori compres nello studio.
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Figural.
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Schema del disegno sperimentale dello studio di integrazione dei dati del profilo
genomico e di espressione genica. 71 medulloblastomi (MB) sono stati studiati per i
cambiamenti a carico del genoma. Le aterazioni piu frequenti sono state analizzate in
relazione ala sopravvivenza dei pazienti affetti. Il sottogruppo di 27 campioni ha permesso
di studiarei geni differenziamente regolati nei tumori con guadagno di 8q e di selezionare
i cinque geni che mappavano sulla stessa regione cromosomica. L’ espressione del cinque
geni candidati € stata studiata mediante curve di Kaplan-Meier nel gruppo di 64
medulloblastomi studiati precedentemente per il profilo di espressione genica; i pazienti
sono stati stratificati a seconda che |’ espressione dei geni fosse maggiore o minore della
mediana.
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Figura 2.
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Ideogramma riassuntivo delle alterazioni rilevate mediante Comparative Genomic
Hybridization (CGH) in 71 medulloblastomi. le linee rosse alla sinistra dei cromosomi
rappresentano perdite di materiale genetico, mentre quelle verdi alla destra corrispondono a
ogni singolo guadagno di regione cromosomica. Le amplificazioni sono state raffigurate
come linee ispessite. Le lesioni piu frequenti sono state le perdite, mentre il cromosoma 17
e stato coinvolto in circaunameta del casi.
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Figura 3.
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Curve di sopravvivenza nei pazienti affetti da medulloblastoma. Le piu frequenti
lesioni riscontrate nei 71 medulloblastomi con caratterizzazione genomica sono state
valutate analizzate con metodo di Kaplan-Meier per la sopravvivenza in relazione o meno
alla presenza di ogni singolalesione cromosomica. Il guadagno di 8q (a) ha mostrato lapiu
dta significativita (p = 0.0141), mentre il guadagno di 2p ha mostrato un trend verso una
minore sopravvivenza (p = 0.0848), valore che assumeva una significativitd maggiore
considerando anche le amplificazioni (b). | candidati geni identificati mediante
integrazione dei dati del profilo genico e d’ espressione sono stati valutati con un approccio
simile, stratificando i pazienti a seconda dell’ espressione maggiore o minore della mediana
nel gruppo di 64 medulloblastomi precedentemente studiati mediante microarray. Le curve
di sopravvivenza in (c), (d), (e) raffigurano I’aspettativa di vita in pazienti affetti da
medulloblastoma a secondo dei livelli di espressione dei geni: EEF1D, RPL30, RPS20
(rispettivamente).
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Figura4.
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| campioni primitivi di medulloblastoma esprimono elevati livelli di TAp73 e ANp73 e
minori lievlli di TP53 rispetto al cervello umano fetale. (@) In relazione a tessuto di
controllo (cervello fetale umano), il cervelletto umano adulto, le linee cellulari stabilizzate
di medulloblastoma (Daoy e D283Med) e in 34 tumori primitivi, esprimono alti livelli di
TAp73 e ANp73. I’ espressione € maggiore, in generae, per laforma completa (TAp73). Il
trascritto di TP53 non variava significativamente nei campioni primitivi e nella linea
cellulare Daoy (portatrice di mutazioni nel dominio legante il DNA), mentre e stato
rilevato un minore livello di espressione nelle D283Med e nel cervelletto umano adulto. (b)
Istogramma riassuntivo dell’ espressione delle diverse isoforme di TP73 in 34 tumori
primitivi. TAp73 & stato rilevato ai piu alti livelli rispetto a tessuto di controllo, mentre le
diverse forme tronche nella parte N-terminae hanno mostrato livelli elevati ma
sostanzia mente senza differenze di rilievo. Le colonne rappresentano I’ espressione relativa

al tessuto di controllo (cervello umano fetale) normalizzata per I’ espressione di GAPDH.
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(c) L’analis western blot di linee cellulari e campioni primitivi di medulloblastoma ha
confermato gli elevati livelli di TAp73, ma ha atresi evidenziato la ancor maggiore
espressione di ANp73 nei tumori rispetto alle cellule in coltura, suggerendo molteplici
meccanismi di regolazione dell’ espressione, anche alivello post-trascrizionale.

Figurab.
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I livelli di espressione di TAp73 correlano con la prognosi dei pazienti affetti da
medulloblastoma. In accordo con la determinazione delle copie di RNA ne diversi
tumori, abbiamo stratificato i campioni in base al’espressione relativamente a valore
mediano. Pazienti con livelli di TAp73 elevati presentano un trend verso una prognosi
migliore (p < 0,07).
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Figura 6.
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Il trattamento delle linee cellulari di medulloblastoma con farmaci chemioterapici
modifica I’espressione dei geni coinvolti. Esponendo la linea cellulare Daoy a diversi
farmaci citotossici, viene indotta I’ espressione di p73 e soprattutto le isoforme ANp73, che
probabilmente contribuiscono a proteggere le cellule dal’azione del farmaco (a).
L’incremento dell’ espressione di TP53 dopo incubazione con concentrazioni crescenti di
cisplatino (CDDP) riflette la attivazione della proteina selvatica in risposta ai danni
citotossici; lo stesso trattamento induce in maniera preferenzide le isoforme ANp73
rispetto allaforma completa, nelle stesse cellule (b).
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Figura7.

Analisi dell’apoptosi nelle D283Med dopo transfezione
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L’ espressione di p53, TAp73 e ANp73 induce I’apoptosi nelle D283Med. Il trattamento
delle D283Med con etoposide (VP16) 1,5 uM per 24 ore aumenta la percentuale di cellule
in apoptosi (quantificata mediante picco subGy-G; 0 mediante saggio TUNEL) in
condizioni basali 0 dopo transfezione con vettore codificante il gene per Glial Fluorescent
Protein (controllo). La presenza di p53 esogena determina un aumento della apoptosi in
condizioni basali e speciamente dopo trattamanto farmacologico. Una maggior
espressione di TAp73 induce un aumento della quota di cellule in apoptosi anche in
condizioni basali simili a quella determinata da p53; ANp73, invece, promuove |’ apoptosi
delle D283Med dopo trattamento citotossico, uguagliando p53 e TAp73. In grigio, la
percentuale di apoptos ricavata mediante colorazione nucleare con PI; in nero, la
percentuale di apoptosi calcolata con saggio TUNEL.
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Figura8.
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| medulloblastomi (MB) con guadagno del braccio lungo del cromosoma 17 (17g+) o
isocromosoma 17q (isol7q) esprimono WIPL a livelli significativamente maggiori. (a)
L’anais gRT-PCR su 34 campioni di medulloblastoma primitivo ha evidenziato il
maggior livello di espressione dell’'mRNA di WIP1 in associazione a guadagno della
regione cromosomica dove il gene WIP1 mappa (guadagno 17q o isol7q), rispetto ai
medulloblastomi senza la stessa anomalia. Tale rapporto ha raggiunto importanza statistica
(p = 0,0001). Il dato di espressione genica € stato confermato su tre determinazioni; gli
istogrammi rappresentano la relativa espressione del gene nel gruppi cellulari ottenuta da
tre esperimenti distinti; per confronto, sono state indicate anche le linee cédlulari di
medulloblastoma (D283Med e Daoy), insieme alla linea di carcinoma mammario MCF7
che e caratterizzata dall’amplificazione del gene WIPL stesso. | vaori sono stati
normalizzati per I’espressione di GAPDH e riferiti all’espressione del cervello fetae
umano. (b) I’analisi del contenuto proteico di linee cellulari di medulloblastoma (Daoy e
D283) e dei medulloblastomi primitivi (n = 10) ha confermato il maggior grado di
espressione di WIPL nelle D283 e nei tumori, anche comparando il valore alle linee
cellulari di carcinoma mammario MCF7 e MCF10. In particolare, a differenza degli altri
campioni primitivi, il MB17 non presentava guadagno del materiale genetico 17q,
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confermando come la maggior espressione della proteina dipenda anche dalle alterazioni

citogenetiche sottostanti.

Figura9.
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(d)

WIP1 antagonizza I'azione pro-apoptotica di p53 in linee cdlulari di
medulloblastoma. (a) Le linee celulari stabilizzate di medulloblastoma D283Med (che
esprime p53 nativa) e Daoy (che esprime una forma mutata di p53) sono state transfettate
con plasmidi per |’espressione di WIP1 e sottoposte 0 meno a trattamento (etoposide e
radiazioni ionizzanti). Lo stress citotossico ha determinato I’incremento di p53 e la sua
attivazione (misurata come proteina fosforilata sul residuo Ser-15) in entrambe le linee
cellulari. WIP1 esogeno contrasta I’incremento e soprattutto I’ attivazione di p53. (b)
L’ espressione di p53 esogena determina I’ incremento della luciferasi in risposta a legame
di p53 a promotore di p21 sianelle D283Med, sia nelle Daoy; in quest’ ultima, la presenza
della p53 esogena determina un aumento rispetto alle condizioni basali piu marcato che
non nelle D283Med. La co-transfezione di WIP1 comporta la riduzione dell’ attivazione di
p53. () L’ espressione di p53 nellalinea D283Med aumenta significativamente le cellulein
apoptos rilevate mediante citofluorimetria come percentuale in fase sub Go-G;; tale valore
aumenta ulteriormente dopo trattamento con etoposide per 24 ore. In contrasto, la co-
transfezione con plasmide per WIP1 contrasta parzialmente I’ effetto pro-apoptotico di p53,
siain condizioni basali, sia dopo incubazione con etoposide. Un plasmide per |’ espressione
di GFP e stato utilizzato come controllo negativo. L’ incremento della quota di apoptosi con
espressione di p53 esogena e risultato significativo sia in condizioni basali, sia dopo
trattamento con VP16 (p = 0,033 e p = 0,019, ripettivamente). La riduzione dell’ apoptosi
nelle D283 transfettate con WIPL e co-transfettate per p53 e WIPL rispetto alle D283
transfettate solo con p53, in condizioni basali é risultata significativa (p = 0,013 e 0,026,
rispettivamente). (d) La linea cellulare Daoy é stata transfettata con plasmide per p53 e
WIP1 singolarmente e associati. La p53 esogena ha determinato un aumento della quota di
cellule nellaregione sub Go-Gs, che ha raggiunto significativita statistica dopo trattamento
con etoposide (p = 0,044). La transfezione con WIP1 non ha determinato cambiamenti
significativi in condizioni basali, mentre la co-transfezione con p53 ha evidenziato una
minore induzione di apoptosi dopo incubazione con VP16 per 24 ore.
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