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Background

La prima fase di applicazione delle analisi di microarray ed in particolare la generazione di profili di espressione ha
dimostrato la potenzialita dell'approccio nell'individuare nuove classi molecolari dei tumori e nella predizione del
decorso clinico e della risposta alle terapie. Allo stesso tempo, la tecnologia dei microarray si presta per la
caratterizzazione dei meccanismi molecolari dei farmaci.

Le "signatures" generate, ossia gruppi di geni con potere discriminante, devono adesso essere convalidate
indipendentemente e riportate a piattaforme "classiche" come la immunoistochimica o la "real time" PCR. Allo stesso
tempo occorre indagare circa la natura biologica delle sottoclassi di tumori identificate attraverso I'analisi del profilo di
espressione. Particolare interesse riveste la correlazione tra genotipo e fenotipo di espressione sia per incrementare il
potere diagnostico, prognostico o predittivo sia per meglio comprendere il contributo del contesto genetico
all'insorgenza e alla progressione della malattia neoplastica.

Le stesse tecnologie si prestano inoltre per l'identificazione di endpoint biologici in sperimentazioni cliniche.

L'analisi del profilo di espressione generato in modelli cellulari da sostanze chemiopreventive permette inoltre una
profonda comprensione dei meccanismi molecolari d'azione nonché il monitoraggio di effetti collaterali di trattamenti
progettati per la prevenzione in soggetti sani.

La natura delle analisi genomiche determina la necessita dello sviluppo di mezzi bio-informatici ad hoc, generati per la
risoluzione di problemi specifici.

Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari

Obiettivi

- correlazione tra genotipo dell'aromatasi, CYP19, e profilo di espressione del carcinoma mammario ER positivo nella
donna in menopausa

- convalida di un cluster genico per la predizione della progressione del carcinoma uroteliale

- identificazione dei meccanismi molecolari dell'attivita anti-angiogenica degli interferoni

- analisi dei meccanismi molecolari d‘azione di chemiopreventivi anti-ossidanti

- sviluppo di "sighatures" prognostiche e predittive sulla base di analisi funzionali dei geni coinvolti nel processo di
metastatizzazione

- applicazione di algoritmi di "machine learning" alla classificazione degli esoni del genoma umano propedeutica
all'introduzione degli array "all exon".

Beneficiari
Pazienti affetti da carcinoma uroteliale. Pazienti affetti da carcinoma mammario.

Consuntivo attivita e risultati del progetto a fine 2008
Per la correlazione tra genotipo dell’laromatasi CYP19 e profilo di espressione del carcinoma mammario abbiamo
prodotto i profili di espressione di ca. 60 campioni. Le analisi sono tutto’ora in atto (dati non ancora pubblicati).
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Per la convalida di un cluster genico per la predizione della progressione del carcinoma uroteliale abbiamo ottenuto
RNA da circa 100 campioni. L’analisi di tumori Ta e T1la con un follow-up di oltre un anno ha permesso la definizione di
un classificatore multigenico predittivo della recidiva che, se confermato in un ulteriore studio di validazione
attualmente in atto, potra essere usato per la decisione sul tipo di intervento chirurgico (dati non ancora pubblicati).
Per l'identificazione dei meccanismi molecolari dell'attivita anti-angiogenica degli interferoni abbiamo eseguito studi
molecolari in cellule endoteliali ed in fibroblasti umani generando profili di espressione. Analisi approfondite sul gene
GBP1 dimostrano che agisce come mediatore e attenuatore dell’effetto interferonico agendo sul sistema NFkB
(Indraccolo S. et al., 2007).

I meccanismi molecolari d‘azione di anti-ossidanti sono stati studiati in vitro e in vivo per una serie di putativi
chemiopreventivi (curcumina, artesunate, acido lipoico, n-acetilcisteina, epigallocatechin gallato) identificando il
sistema NFKkB ed in particolare le chemokine CXCL1 e 2 come mediatori dell’effetto ani-angiogenico e
chemiopreventivo. La curcumina amministrata nella dieta dimostra una significativa attivita anti-metastatica nel
modello murino della metastasi ematogena (Bachmeier B.E.-Mohrenz 1.V. et al., 2008 - Vannini N. et al., 2008 —
Larghero P. et al., 2007 — Bachmeier B. et al., 2007 — Albini A. et al., 2006 — Anfosso L. et al., 2006).

Abbiamo sviluppato "signatures" prognostiche funzionalmente definite basate sui geni codificanti per proteine dello
spazio extracellulare, sui geni dell'ipossia e sulla base del sistema insulina/IGF, insulin sensitivity signature (ISS). La
ISS ha un potere prognostico simile al “recurrence score Oncotype DX” con cui I'abbiamo paragonata. Prevediamo
I'utilitd della signature, dopo appropriata validazione, per la predizione della responsivita a farmaci anti-IGFR nonché
per la definizione di interventi sul stile di vita e dieta della paziente di carcinoma mammario. Nell’ambito di questi studi
abbiamo inoltre rivelato la presenza di “lineage infedelity” nel carcinoma mammario, un processo finora descritto solo
per le malattie oncoematologiche e per il carcinoma ovarico (Bachmeier BE., Nerlich A.G. et al., 2008 — Albini A. et al.,
2008 — Gennari A. et al., 2008 — Bosco M. et al., 2006).

L'applicazione di algoritmi di "machine learning” alle sequenze di confine tra esone ed introne ha permesso di
generare una classificazione degli esoni del genoma umano rivelando nuovi elementi di sequenza necessari alla
definizione del sito di splicing. La classificazione degli esoni permettera una migliore interpretazione di dati provenienti
dai microarray di ultima generazione (dati non ancora pubblicati).

Abbiamo inoltre partecipato ad uno studio di caratterizzazione funzionale di geni codificanti per putativi canali ionici
che mostrano un’espressione altamente variabile nel carcinoma mammario. Questi studi sono propedeutici per I'analisi
del ruolo di questi geni nella progressione tumorale nonché come potenziali target terapeutici (Caputo A. et al., 2008 —
Indraccolo S. et al., 2007).
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Ruolo del potenziale redox extracellulare nella risposta immune e nella progressione neoplastica
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Background

Il potenziale redox extracellulare gioca un ruolo fondamentale nel controllo della proliferazione e del differenziamento
cellulare ed & noto che un microambiente riducente € essenziale per una corretta risposta immune. Abbiamo
precedentemente dimostrato che le cellule dendritiche (DC) sono in grado, in vitro, di modulare le prime fasi della
risposta immune, agendo sul potenziale redox intra ed extracellulare. Con la maturazione, le DC acquistano la capacita
di captare cistina dal mezzo e rilasciare cisteina, che viene utilizzata dai linfociti T per attivarsi e proliferare. Inoltre, a
seguito del contatto con i linfociti T antigene specifici, le DC secernono nell’ambiente extracellulare anche tioredoxina
(TRX), una potente ossidoreduttasi citosolica (Angelini G. et al., 2002). La tioredoxina gioca un ruolo fondamentale
nella regolazione della proliferazione cellulare, protegge le cellule dallo stress ossidativo ma protegge anche le cellule
dall’apoptosi e la sua sovraespressione potrebbe quindi favorire la progressione neoplastica. La tioredoxina € spesso
sovraespressa ed a volte secreta anche dalle cellule tumorali anche se il ruolo della tioredoxina secretoria non é stato
fino ad ora del tutto chiarito. Infine, & noto che molte citochine, tra cui IL-1 beta, IL-18, FGF-1, HMGB1, MIF, Galectina
richiedono condizioni ambientali riducenti per mantenersi funzionali, per la presenza nella loro struttura di cisteine
libere che in ambiente ossidante formano ponti disolfuro, con conseguente inattivazione. E’ quindi ipotizzabile che la
secrezione parallela di thioredoxina, tioli liberi e citochine sensibili all’ossidazione possa contribuire, nel microambiente
dove avviene la risposta immune, a prolungare nel tempo I'attivita di tali citochine.

Obiettivo generale del progetto ed eventuali obiettivi secondari
Obiettivo Generale:
Capire il ruolo del redox extracellulare e della TRX secretoria nella risposta immune e nei tumori.

Obiettivi secondari:
1. Identificare quali cellule, oltre alle DC rilascino tioli e TRX nell’ambiente extracellulare, durante la risposta immune

2. Caratterizzare lo stato redox di tessuti linfoidi in animali germ free, dopo iniezione antigenica e in confronto con
tessuti non linfoidi.

3. Caratterizzare come diversi microambienti (riducenti o ossidanti, contenenti citochine infiammatorie o danger

factors sensibili all'ossidazione quali HMGB1, MIF, Galectina) influenzano il differenziamento dei vari tipi di cellule
immuni (DC, NK, T, B) verso fenotipi funzionalmente diversi e quindi il tipo e 'ampiezza della risposta immune.
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4. Chiarire il ruolo svolto dai tioli esogeni sulla proliferazione tumorale “in vivo” e definire il ruolo della TRX nella
risposta proliferativa indotta da tioli.

Beneficiari
La comunita scientifica.

Consuntivo attivita e risultati del progetto a fine 2008

Per quanto concerne il primo obbiettivo abbiamo dimostrato che durante la risposta immune i linfociti B attivati, in
vivo, ma anche dopo attivazione in vitro, sono in grado di rilasciare cisteina nell’lambiente extracellulare. Questa
capacita di rilasciare tioli, gia nota per le DC € in accordo con la capacita delle cellule B attivate di comportarsi come
cellule presentanti I'antigene. | nostri risultati dimostrano quindi che i linfociti B cooperano con le DC nelle prime fasi
della risposta immune e cioé quando i linfociti T resting non sono in grado di internalizzare la cistina, perché prive del
trasporatore specifico. Abbiamo infatti valutato, mediante PCR, I’'epressione del trasportatore della cistina nelle DC, in
cellule B resting ed attivate, cellule T resting ed attivate. Prima della loro attivazione, i linfociti T sfruttano la cisteina
presente nel microambiente, prodotta appunto dalle cellule presentanti I'antigene DC e linfociti B attivati. Dopo
I'attivazione, i linfociti T iniziano rapidamente ad esprimere il trasportatore per la cistina e quindi si svincolano dalla
dipendenza dalla cisteina esogena (Castellani P. et al., 2008).

In relazione all’'obiettivo 2, abbiamo dimostrato mediante colorazione con Mercury Orange (che permette di
evidenziare e di quantificare la presenza di tioli su fettine di tessuto criocongelate) che negli spazi intercellulari dei
linfonodi e di altri tessuti linfoidi quali milza e timo € presente una grande quantita di tioli liberi (cisteina e glutatione),
al contrario dei tessuti di origine non linfoide, quali fegato e rene che ne sono quasi totalmente privi. Inoltre, la
quantitad di tioli aumenta sensibilmente nell’animale immunizzato. Tutto cid suggerisce che la regolazione del redox
extracellulare sia un meccanismo ristretto al sistema immune. Abbiamo anche dimostrato che la presenza di tioli liberi
nei linfonodi si concentra nella zona T, in vicinanza delle DC ma che dopo attivazione, si localizza nella zona B ed in
particolare nei centri germinativi. Infine abbiamo dimostrato che gli organi linfoidi mostrano una colorazione positiva
per la tioredoxina, confermando il ruolo di questa ossido reduttasi nella produzione e nel mantenimento della cisteina
(Castellani P. et al., 2008).

Per quanto riguarda l'obiettivo 3, tra i danger factors sensibili all’ossidazione, siamo partiti dalla citochina
proinfiammatoria HMGB1 che € in grado di indurre la maturazione delle DC. In particolare abbiamo dimostrato che
I'interazione tra DC ed NK autologhe provoca attivazione reciproca dei due tipi di cellule. Le cellule NK, attivate dalle
DC, secernono HMGB1 che a sua volta induce maturazione delle DC, prevenendone la lisi. Tuttavia cellule NK attivate
possono, in alcuni casi, uccidere le DC. Abbiamo quindi dimostrato che esistono cloni differenti di NK con capacita
distinte di indurre la maturazione o la lisi delle DC. In particolare, abbiamo visto che la capacita delle NK di indurre
maturazione delle DC dipende, nei cloni maturativi, dalla ri-localizzazione di HMGB1 dal nucleo al citoplasma e dalla
sua conseguente secrezione. Le cellule NK sono costituite da subset funzionalmente distinti, con diversa capacita di
secernere HMGB1 e di indurre maturazione o lisi delle DC autologhe. L’acquisizione di queste caratteristiche dipende
fortemente dagli stimoli provenienti dal microambiente tumorale (Semino C. et al., 2007).

Lo studio rivolto a chiarire I'obiettivo 4 € tuttora in corso e prosegue nella SC Biologia Cellulare. Questo studio ha
dimostrato che alcuni tumori, tra cui il carcinoma umano a piccole cellule del polmone, over-esprimono MIF e
tioredoxina e che i tessuti tumorali posseggono un contenuto di tioli molto maggiore rispetto ai corrispondenti tessuti
sani, avvalorando l'ipotesi che il sistema redox abbia un ruolo nello sviluppo dei tumori. Infine, varie linee tumorali di
polmone possiedono caratteristiche redox diverse definite dai differenti livelli di tioredoxina espressa e tioli liberi
secreti, caratteristiche che correlano positivamente con I'aggressivita (Ceccarelli J. et al., 2008)
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