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INTRODUZIONE

Il cancro al colon retto € il terzo tumore viscerplu comune negli uomini e nelle donne. La
sua incidenza € in aumento in tutto il mondo, imrdpa vengono diagnosticati ogni anno
200.000 casi, negli USA ci sono circa 130.000 ogsi anno, e 50.000 i decessi.

E ampiamente accettato che i tumori sono costifiaitin insieme di popolazioni cellulari con
diverse proprieta biologiche, quali: proliferazipmaigrazione, resistenza ai farmaci. Tale
eterogeneita e stata sinora imputata al progressieamulo di mutazioni genetiche casuali
nelle cellule tumorali. Secondo il vecchio modelbgni cellula tumorale possiede capacita
tumorigenica ed € quindi in grado di iniziare etspere la crescita tumorale. Oggi, tuttavia,
questo modello risulta superato. Recentemente dim@strato che esiste, all'interno della
massa neoplastica, una frazione numericamenteaesiigaellule che € la sola responsabile
della formazione e dello sviluppo del tumole.base a queste ed altre evidenze sperimentali
si e cosi giunti a ritenere che il tumore origiaiwha cellula staminale adulta, anziché da una
qualsiasi cellula somatica; dunque, la neoplastaeriad essere considerata un’organogenesi
aberrante originata e sostenuta dall’accundlilalterazioni, sia genetiche che epigenetiche, a
carico delle cellule staminali normali o delle a#dl progenitrici che acquisiscono proprieta
tipiche delle cellule staminali tumorali. Tali adlt possiedono le caratteristiche proprie di
cellule staminali, quali: I'autorinnovamento, loatt indifferenziato, la multipotenzialita
(ovvero la capacita di generare cellule mature @ppanti a diversi stipiti cellulari).

Nel colon, & oggi ampiamente dimostrato che unaopicpercentuale di cellule staminali
normali risiedono in prossimita della base dellaptar Nei tumori, con una tipica
disorganizzazione cellulare, € possibile isolarecédlule staminali tumorali ad opera di
marcatori specifici di membrana. Recentemente, differenti gruppi di ricerca hanno

identificato una sottopopolazione di cellule es@mtn I'antigene di membrana CD133, o



prominina-1 [1, 2]. Si tratta di una glicoproteioaratterizzata da 5 domini trans-membrana e
da 2 grandi eliche extracellulari glicosilate. Eata inizialmente isolata sulla membrana delle
cellule staminali ematopoietiche mentre adessonsiderato un valido marcatore specifico
per le cellule staminali tumorali non solo di colma anche di cervello, prostata, melanoma e
pancreas. Le cellule staminali tumorali rappresemtaggi il piu importante materiale di
studio per lo sviluppo di nuove strategie terapdiin grado di migliorare la prognosi dei
pazienti affetti da tumore ed inoltre recenti indagperimentali indicano che queste cellule
sono responsabili della comparsa della malattiaimanresidua in seguito a trattamento
chemioterapico e alla formazione di metastasi. dellule infatti riuscirebbero a sopravvivere
agli stimoli di morte grazie ad un’elevata esprassidegli ABC transporters, alla capacita di
riparare il DNA, alla scarsa capacita di dividezsalla presenza di elevati livelli di proteine
anti-apoptotiche. In particolar modo nei tumori alon, € stata riscontrata un’elevata
espressione di una molecola anti-apoptotica quaktvivina. Membro della famiglia delle
proteine inibitori dell’apoptosi (IAP) sembra esseassociata alla progressione clinica
tumorale e alla sopravvivenza delle cellule stathinhe guidano il processo di rinnovo. Essa
e coinvolta sia nel controllo della divisione cédle che nell'inibizione dell’apoptosi [3].
Numerosi lavori hanno mostrato che la survivinargdate rappresentare un valido “marker”
tumorale in quanto e espressa ad elevati livellereellule tumorali ed assente nelle cellule

sane, fatta eccezione delle cellule basali delcaadoteliali e del timo.

APOPTOSI

L’Apoptosi, 0 morte programmata, rappresenta un ca@smo fisiologico per il
mantenimento dell omeostasi tissutale. La cellp@ptotica si stacca dalle cellule vicine,
mostrando una contrazione dell'intero corpo cetkilda condensazione e la frammentazione

del nucleo, formando dei corpi apoptotici, questigono riconosciuti dalle cellule vicine che



ne operano la fagocitosi.

Molte sono le molecole coinvolte nella regolaziale’'apoptosi, tra queste una famiglia di
cistein-proteasi, denominate caspasi, gioca siceménun ruolo centrale. Finora sono stati
trovati 14 differenti tipi di caspasi umane, alcudedle quali sono coinvolte nel processo di
attivazione delle caspasi stesse, altre sono reapdndella morte cellulare. Ci sono due tipi
di caspasi: le caspasiniziatrici” (caspasi-2, -8, -9, -10) che tagliano pre-formegttine di
altre caspasi dette “effettrici” (caspasi-3, -6) aftivandole; lecaspas effettrici a loro volta
taglieranno precisi substrati proteici dando c@isprocesso apoptotico.

Dopo l'attivazione proteolitica dalla loro forma droenzima, le caspasi digeriscono varie
protiene come la laminina, la polimerasi poliADBasio, proteine dell’apparato mitotico
nucleare e proteine regolatrici dell’actina. Lastrassione del segnale apoptotico avviene
attraverso due vie alternative definite una “irggoa” e I'altra “estrinseca”, che si intersecano
a livello mitocondriale e portano entrambe alll@iiione di caspasi responsabili delle

trasformazioni biochimiche e morfologiche caragtche dell'apoptosi.

La via intrinseca

Una grande varieta di stimoli come lo stress os$sida agenti alchilanti o radiazioni

ionizzanti possono attivare la via intrinseca duteando il rilascio nel citoplasma di
mediatori apoptotici quali il citocromo-c e SmacABILO (Second Mithocondria-derived
Activator of Caspases/Direct Inhibitor of Apotopeotein Binding with Low isoionic point)

la cui funzione e quella di contrastare I'effettbitorio delle proteine della famiglia delle
IAP. La via intrinseca, o mitocondriale, € regold@ membri della famiglia di Bcl-2, un
gruppo di proteine in grado di controllare il rités dei fattori pro-apoptotici nel citoplasma.
Questa famiglia genica include sia membri anti-apat sia membri pro-apoptotici che

contengono uno o piu domini BH (Bcl-2 Homologyjprbtotipi dei membri anti-apoptotici di



questa famiglia sono Bcl-2 e Bcl-xL, mentre quddi membri pro-apototici sono Bax e Bad.
A differenza dei primi due, che sono prevalentemdatalizzati a livello della membrana
mitocondriale esterna, del reticolo endoplasmatictella membrana perinucleare, Bax e Bad
sono in continuo movimento tra il citoplasma e giganelli cellulari. La componente
citosolica di queste proteine rappresenta la frezimattiva, ma, in risposta a segnali pro-
apototici, queste proteine si dirigono verso ilaudndrio dove si localizzano per favorire |l
rilascio del citocromo-c e la progressione del pesb apoptotico. L'attivazione dei memobri
pro-apoptotici si verifica principalmente attraveismeccanismi della fosforilazione e della
proteolisi. Il rilascio del citocromo-c determina formazione di un complesso ad alto peso
molecolare detto “apoptosoma” che contiene oltreitatromo-c, la proteina citosolica Apaf-
1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) e la-paspasi 9, componenti essenziali del
macchinario di morte cellulare programmata. A livalell’apoptosoma avviene inizialmente
I'attivazione della caspasi 9 e successivamentaeviattivata la caspasi 3, principale
responsabile della fase esecutrice del processpt@pmm. L'attivazione della caspasi 3 e
antagonizzata dalle IAPs (Inhibitor of Apoptotisofin), le quali a sua volta sono

antagonizzate da SMAC rilasciato dal mitocondrio.

La via estrinseca

La via estrinseca € mediata dall’attivazione deet®ri di morte, molecole appartenenti alla
famiglia del recettore del Fattore di Necrosi Tuater (TNFR, Tumor Necrosis Factor
Receptor). CD95 (APO-1/Fas), il prototipo dei rémetdi morte, &€ espresso sulla superficie
cellulare come omotrimero e presenta un domini8Gaminoacidi detto dominio di morte

(DD, Death Domain), nella porzione intracitoplasmicQuando il recettore trimerico

interagisce con il ligando (CD95L), diventa compéteper la formazione del complesso di

trasduzione del segnale, il DISC (Death Inducimgn8iing Complex). Nel DISC, la molecola



adattatrice  FADD (Fas-associated DD cointaining tggn) viene reclutata attraverso
I'interazione omotipica del suo DD con quello di €D Oltre al dominio DD, FADD
presenta un altro dominio di interazione proteinatgina, il dominio effettore di morte, DED
(Death Effector Domain). Tale dominio € necesspéplinterazione con il dominio DED di
caspasi 8 che viene cosi reclutata nel DISC. FARBAspasi 8 sono i componenti chiave della
trasduzione del segnale di morte. Caspasi 8 risgdeipalmente nel citoplasma come
zimogeno, ma, in seguito al legame con FADD nel@I8elevata concentrazione locale
dell’enzima determina la sua autoattivazione. Lranto attiva dell’enzima viene rilasciata nel
citoplasma dove processa ed attiva caspasi 3jntipale effettore del processo apototico.
Caspasi 3, direttamente o indirettamente attravigaiiovazione proteolica di altre caspasi, €
responsabile del taglio di una serie di substriatiptasmatici e nucleari che conduce alla
degradazione internucleosomale del DNA ed allo seflamento ordinato delle strutture
cellulari. La forma attiva di caspasi 8 e inoltresponsabile del taglio proteolitico della
proteina BID che trasloca nei mitocondri provocanda ulteriore amplificazione del segnale
apoptotico. L’apoptosi indotta dalla stimolaziore decettori di morte, pud essere ridotta o
neutralizzata dalla presenza di proteine ad aitiaiiti-apoptotica capaci di interferire con la
trasduzione del segnale a livello del DISC. Unaqdeste proteine, FLIP (FLICE-Like
Inhibitory Protein), & espressa in due isoformeteragiscono, attraverso il dominio DED,
con FADD e caspasi 8 bloccando il legame di quitstia al DISC e conseguentemente alla

sua attivazione.

IAP
Le IAPs rappresentano un gruppo di proteine, appariti ad un’unica famiglia, ritrovate in
maniera ubiquitaria dai virus alle cellule umanali proteine regolano I'apoptosi inibendo le

caspasi. | primi membri di questa famiglia ad essedividuati sono state le proteine Cp-1AP



e Op-lAP identificate, rispettivamente nel 1993 & ©994 nel Baculovirus, per la loro
capacita di legare ed inibire le caspasi. Questéejpre presentano due motivi definiti: il
primo € il motivo BIR (Baculoviral Inhibitor of apbosis Repeat) costituito da circa 80
amminoacidi, con un sito di fosforilazione serin@ehina seguito a valle nella regione C-
terminale da 17 residui contenenti una glicina rrarde; il secondo motivo, ritrovato nella
porzione C-terminale, € il RING (Really InterestiNgw Gene) zinc finger. Questo motivo,
solitamente localizzato nella porzione terminalestao ritrovato in un elevato numero di
proteine ed e coinvolto nell'interazione con il DNAcon altre proteine. La presenza del
motivo RING zinc finger sembra avere un ruolo cdtinella funzione antiapoptotica delle
IAPs nel Baculovirus. Successivamente nel 1995 state scoperte cinque proteine IAPs
nell'uomo (X-IAP, c-IAP-1, c-IAP-2, NAIP e la suwina) e due in Drosophila, anch’esse
con la capacita di inibire 'apoptosi. Le X-IAP,I&P-1, c-IAP-2, contengono ciascuna tre
domini ripetuti di circa 70 amminoacidi denominBtR (Cys/His Baculovirus IAP Repeat),
un dominio RING zinc finger nella porzione C-ter@ali® la porzione tra il motivo BIR e |l
motivo RING risulta piu lungo di quello ritrovatoehBaculovirus, le c-IAP-1 e c-IAP-2
possiedono inoltre un dominio detto CARD (CAspaserRitment Domain). Questo dominio
e composto da sei catene aelica ed € comunemente ritrovato in queste preteoinvolte

nel segnale apoptotico.

Survivina

La Survivina € la piu piccola delle 1APs; struttionante € caratterizzata da un singolo modulo
BIR localizzato nella regione N-terminale e mantd&stremita del carbossi-terminale del
dominio RING zinc finger e del dominio CARD, posseinvece un motivo ad-elica
all'estremita COOH-terminale e una inserzione dirgsidui aminoacidici nel dominio BIR

assenti nelle altre 1APs.



Il gene della Survivina € costituito da 14.796 eotdi ed occupa circa 14.7 Kb nel locus
17925 nel genoma umano, comprendendo tre intrapiagtro esoni, che codificano per 142
amminoacidi; il gene umano presenta un’elevata ogial con quello del topo, sebbene
quest’ultimo e localizzato nel cromosoma 11 e godiper una proteina di140 amminoacidi.

In aggiunta al trascritto della survivina wild-tymeiginariamente identificato, sono state
trovate altre tre isoforme; la survivina-2B genardall’inserzione dell’esone 2; la survivina-
AEX3 data dalla rimozione dell’esone 3 e I'isoforBi che possiede un esone aggiuntivo, il
3B, derivato da una porzione dell'introne 3. listatto AEx3 codifica per una proteina di 137
aminoacidi (15,7 kDa); quello della survivina-2Br pga proteina di 165 aminoacidi (18,6
kDa) e la -3B, avendo acquisito un nuovo codongtap, codifica per una proteina tronca di

120 aminoacidi (13,8 kDa) [4].
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La survivina e funzionale in forma omodimerica eft¢sforilazione sul sito treonina in
posizione 34 (Thr34) sembra essere indispensabde Ip svolgimento dell'azione
antiapoptotica della proteina [5, 6]. Tale fosfazibne avviene grazie alla chinasi ciclina
dipendente cdc2, la sola chinasi conosciuta abftesforilare la survivina e a colocalizzarsi

nell'apparato mitotico [7, 8]. Le piccole dimensiatella survivina farebbero presuppore un



passaggio intracellulare compartimentale per seampliffusione passiva, ed invece e stato
dimostrato che il trasporto nucleo citoplasmatietladproteina avviene tramite un trasporto
attivo identificato con un aumento del numero dotpine cellulari con varie funzioni

biologiche, incluse proteine mitotiche e apoptati¢h, 9].

Ruolo della Survivina

La survivina gioca un ruolo chiave tra la regolagodell’apoptosi ed il controllo della
proliferazione cellulare. Come le altre IAPs ritate nelle cellule dei mammiferi, la survivina
blocca I'apoptosi agendo come inibitore endogenite dmspasi. L'inibizione dell'apoptosi
consente la sopravvivenza di cellule che possiedtgoazioni genetiche, promuovendo di
conseguenza I'acquisizione di ulteriori mutaziomieterminando la progressione neoplastica.
Per la sopravvivenza le cellule dipendono dallagpgressione di molecole anti-apoptotiche
come Bcl-2, Bcl-xL o survivina. La regolazione niga di queste proteine puo ridurre la
sopravvivenza cellulare. La survivina e espresd#la feese G2/M del ciclo cellulare, all'inizio
della mitosi si associa con i microtubuli del fusetafasico e anafasico ed é localizzata anche
nei centrosomi associata aNetubulina, alla caspasi 3 e all'inibitore p21 chihaiclina-
dipendente formando un complesso molecolare. Laalifmazione della survivina
nell'apparato mitotico € legata alla sua funziongagoptotica; infatti € in grado di bloccare il
segnale sia apoptotico proveniente da FAS che auedlotto dall'iperespressione di Bax,
responsabile del rilascio del citocromo-c dal notodrio. Questo processo determina
I'attivazione di un omologo di CED-4 (Cell Deatpaf-1, che a sua volta da inizio alla
cascata delle proteasi apoptotiche con la processazlella caspasi 9 che terminano con
I'attivazione della caspasi 3. La survivina inil@squindi l'attivazione delle caspasi e
I'apoptosi indotta da Fas/caspasi 8 e da Bax/@toorc. Cio implica che la survivina agisca

ad un punto di convergenza di queste vie apopmticioe, a livello degli effettori finali: le
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caspasi 3 e -7. Pertanto l'attivazione della prepeai 3 e pro-caspasi 7 € inibita nella cellula
dalla survivina.

E’ stato osservato che la mancata associazionka tssarvivina ed i microtubuli causa una
diminuizione della sua funzione antiapoptotica eawmento dell’attivita proteasica della
caspasi 3, meccanismo richiesto nella morte cedutburante la mitosi. La caspasi 3 €
implicata nella proteolisi di proteine strutturalell’apparato mitotico durante I'apoptosi
mentre la survivina preserva lintegrita dellapg@ar mitotico. La regolazione
nell’espressione della survivina € sotto il cotralelle regioni CDE/CHR, ritrovate in alcuni
geni espressi nella fase G2/M del ciclo cellularali regioni controllano la trascrizione
periodica di survivina nella mitosi e potenzialneeagiscono come elementi repressori della
fase G1. Quindi durante I'interfase la survivinalininata dalla via ubiquitina- e proteosoma-
dipendente, che contribuisce ulteriormente allagesenza periodica nel ciclo cellulare [3,

10, 11].
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Survivina e neoplasie

Una delle caratteristiche piu significative dellagvina € la sua differente espressione nelle
neoplasie rispetto ai tessuti normali. La sua eswee, sia a livello trascrizionale che
proteico, non si osserva in una varieta di tessutnali, ad eccezione che, nelle cellule basali
dell’epidermide, nelle cripte dell’epitelio del col e nel timo a bassi livelli e in minore
quantita nella placenta. La survivina & notevolraerspressa nelle piu frequenti neoplasie. La
sua espressione si riscontra nel 60% dei neurafshel 78% dei carcinomi della vescica,
nel 53% dei carcinomi del colon in tutti gli staglinel 35% dei carcinomi gastrici ed e
altamente correlata con la prognosi. L'86% dellbutz del carcinoma del polmone non a
piccole cellule (NSCLC) esprimono survivina, e aiit 50% di piccoli adenocarcinomi con
diametro minore di 2 cm. Nei pazienti con adendoaroa del polmone, la presenza della
survivina nelle cellule tumorali rappresenta un catore di prognosi infausta e la scoperta
della sua espressione sembra non solo essere lemmaticatore diagnostico, ma anche un
nuovo target per la terapia antineoplastica pstddio precoce del NSCLC. La survivina puo
essere ricercata direttamente nei fluidi biologiei pazienti neoplastici. Essa e stata trovata
nell’'urina di tutti i pazienti con carcinoma deNascica e in quelli che presentavano delle

recidive. Attualmente, si stanno conducendo ultestudi per determinare se altri fluidi
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biologici (es. saliva o siero) prelevati da pazieoih carcinoma siano positivi alla survivina.
In trials retrospettivi, i pazienti con neoplasieecesprimevano survivina mostravano una
sopravvivenza breve, associata con una positivitaaidcatori sfavorevoli della progressione
della malattia neoplastica, aumento delle recidddeaumentata resistenza alla terapia.

Il carcinoma del colon-retto (CRC), seconda causadaite per neoplasia nel sesso maschile e
terza nel sesso femminile in Italia, € rappresentel 95% dei casi da forme sporadiche,
mentre nel 5% origina da sindromi ereditarie qielpoliposi familiare del colon (FAP), la
sindrome del carcinoma del colon-retto ereditaditNPCC) e le sindromi dei polipi
amartomatosi. L'apoptosi gioca un ruolo importam&l mantenere I'omeostasi in una
popolazione di cellule che continuamente si riganer come nell’epitelio del colon.
Normalmente lattivita mitotica di cellule staminalpiteliali localizzate nella regione basale
delle cripte del colon produce un continuo riforemo di nuove cellule. La survivina e
espressa alla base delle cripte normali, nellaegusiedono le cellule che proliferano, qui la
proteina inibisce I'apoptosi conferendo alle calulna sopravvivenza prolungata. Al
contrario nella porzione intermedia delle criptespressione della survivina e diminuita.
Infatti in questa regione le cellule del colon atamo la proliferazione, vanno incontro a
differenziazione e poi a maturazione. Nella parie @ita delle cripte, i livelli di APC
(Adenomatous Polyposis Coli) sono elevati, mentieselli di survivina sono minimi o
inesistenti. In questa regione le cellule vann@imimo alla differenziazione e poi all’apoptosi.
L’inizio della tumorigenesi del colon potrebbe e@ssecondotto a mutazioni del gene APC.
Nelle cripte normali, l'inibizione dell’espressiorgella survivina regolata da APC nella
regione intermedia delle cripte, genera una prageiicellule staminali che deve essere
eliminata attraverso I'apoptosi man mano che l&lgemigrano nella parte alta delle cripte.
Al contrario, nelle cripte che contengono APC muitéd survivina viene espressa ed inibisce

I'apoptosi. In questo caso le cellule staminaldi@mo a mantenere il loro fenotipo e a migrare
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al di fuori dalla cripta. Infatti i pazienti con lgg adenomatosi familiari mostrano una
proliferazione spostata verso la parte alta delfg#ac Quindi I'incrementata espressione della
survivina inibisce I'apoptosi, contribuisce all’inomalita cellulare, e puo essere la chiave nel

meccanismo iniziale della carcinogenesi del colon.

CELLULE STAMINALI

Lo studio sulle cellule staminali € oggi uno deiggiari interessi scientifici e la loro
utilizzazione nel campo delle nuove terapie seroffrae interessanti prospettive.

Numerosi organi si rinnovano continuamente. Unatiooa rigenerazione permette di
sostituire le cellule difettose o danneggiate. Ca@oeade per i tessuti in sviluppo, le nuove
cellule derivano da cellule chiamate "staminali”.

Il termine cellula staminale e utilizzato per iratie una cellula indifferenziata che, una volta
situata in un ambiente tissutale appropriato, eacapdi moltiplicarsi (capacita di
proliferazione) e di produrre cellule specializzette acquisiscono la morfologia e la funzione
specifiche del tessuto (capacita di differenziament

Caratteristica delle cellule staminali € di andareontro ad una divisione asimmetrica e
danno origine contemporaneamente ad una cellutairside uguale alla cellula madre e ad
una cellula progenitrice che, dopo un numero vddatt divisioni cellulari, produce uno o
piu tipi cellulari propri del tessuto a cui la siaale appartiene.

In relazione alla loro potenzialita, le cellulerstaali si distinguono in:

- totipotenti, in grado di generare tutti i tessiitun organismo;

- pluripotenti, possono specializzarsi in tuttiipi tdi cellule che troviamo in un individuo
adulto ma non in cellule che compongono i tessdtaeembrionali;

- multipotenti che possono dare origine a divepsidellulari, come ad es. le emopoietiche;

- unipotenti, da cui deriva un solo tipo cellulare.
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Inoltre, in base alla provenienza se ne distinguoadipi:

- cellule staminali embrionali

- cellule staminali fetali

- cellule staminali dei tessuti adulti

Le cellule staminali embrionali si distinguono daetie adulte per una proprieta essenziale:
esse hanno infatti la capacita di generare tuiissuti dell'organismo, comprese le cellule
della linea germinale. Le cellule staminali fetlirovano negli stadi tardivi del’embrione e
nel feto e sono cellule multipotenti. Queste soroctllule che in utero provvedono
all'accrescimento dei tessuti, e che dopo la nastitenteranno staminali adulte. Le cellule
staminali adulte, invece, sono gia impegnate inoum programma tessutale specifico, il che
spiega la loro eterogeneita, e, anche se alcut@alpossono portare alla formazione o alla

rigenerazione dei tessuti differenziati (multipati@tita), non sono tuttavia totipotenti

Le cellule staminali embrionali

Lo zigote rappresenta la prima cellula del nuowivilduo, € una cellule totipotente, ossia in
grado di dar vita ad un intero organismo. Procedetuh le fasi di replicazione, tende a
perdere questa sua peculiarita sino a specializzelta produzione di un solo tipo di cellula.
Allo stadio di blastocisti (dal quinto al settiméogio dopo la fecondazione) dalla massa
cellulare interna (20-30 cellule) incominciano dfetenziarsi le cellule che formeranno
I'embrione vero e proprio. Queste ultime cellul@sstaminali “pluripotenti” (ES): hanno la
potenzialita di differenziarsi in qualsiasi celldaun animale adulto ma, a differenza delle
cellule totipotenti, non sono in grado di dare mrégad un embrione.

Una volta che la blastocisti si e differenziatagédlule ES ottenute hanno quindi perduto ogni
possibilita di svilupparsi ulteriormente in un emme, ma possono essere messe in coltura in

laboratorio e propogate all'infinito, conservanddoro carattere di "pluripotenzialita” e
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conservando intatto il genoma. Poste in idonee iz@mmd di coltura, queste cellule
mantengono la capacita di differenziare in celkpecializzate corrispondenti a tutti i tessuti
dell'organismo (cuore, sangue, neuroni, tessutcotae).

In relazione alla loro capacita di riprodursi indéamente e di dare origine a tutti i tipi di
cellule esistenti, le cellule staminali embrionedppresentano un fondamentale e prezioso
strumento di ricerca. Grazie ad esse i ricercatosisono studiare lo sviluppo dell'embrione,
comprendere meccanismi collegati alla proliferagiosllulare, utili soprattutto nelle indagini

sperimentali effettuate sulle cellule tumorali,adwtarne le potenzialita terapeutiche [12]

Le cellule staminali fetali

Le cellule staminali fetali sono generate da tedstdli in uno stadio molto piu avanzato (5-9

settimane) rispetto a quello di blastocisti e sistate dal feto, esito di aborto terapeutico.

Se ne distinguono due classi:

- Cellule somatiche fetali

Come i tessuti adulti, anche i tessuti fetali cagtso cellule staminali. Tra questi, le cellule

staminali della zona periventricolare del sistema&rvoso centrale rappresentano

un’opportunita terapeutica per il trattamento diuale patologie neurovegetative (Morbo di

Parkinson, Corea di Huntington).

- Cellule germinali (EG)

Sono generate dall'abbozzo di tessuto germinaltetielSono pluripotenti come le cellule ES

ed hanno la stessa capacita di proliferazionerd genoma tuttavia € meno stabile di quello
delle ES il che le rende, per ora, inutilizzabili una prospettiva terapeutica, pur aprendo

importanti prospettive nella ricerca di base [12].
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Le cellule staminali adulte

Le cellule staminali adulte assicurano il mantemtodisiologico di un organo o di un tessuto
sostituendo le cellule morte, sia naturalmentensseguito ad una lesione, assicurando cosi la
continuita della funzione dell'organo durante lgawlell'individuo. Esse adempiono a tale
funzione, grazie alla capacita di effettuare unasdine asimmetrica, tramite la quale si
moltiplicano in modo identico (onde evitare I'esaugmto della riserva di cellule staminali) e
si differenziano, acquisendo cosi le caratteristidél tessuto da riparare.

Numerosi lavori hanno portato all’identificazionecaratterizzazione di cellule staminali in
tessuti come quello nervoso [13], ematopoieticd,[@didermico [15], intestinale [16], osseo
[17], pancreatico [18], epatobiliare [18], musceléiscio e scheletrico [19].

Le cellule staminali di intestino, sangue e pelldigidono in continuazione durante la vita,
per rinnovare regolarmente le cellule di questitessuti. Le cellule staminali degli altri
tessuti si attivano quando c'e la necessita dripaaazione.

Le cellule staminali adulte non sono considerateripbtenti essendo generalmente
"programmate” per un determinato tessuto; non sitipioano all'infinito allo stato
indifferenziato e sono molto eterogenee, tenutdacdella diversita dei tessuti dell'organismo
ai quali esse appartengono.

Alcune sono "multipotenti”: possono produrre infatllule molto differenti per morfologia e
per funzione e sono, di horma, raggruppate altitedi uno stesso organo o tessuto. E' il
caso delle cellule staminali ematopoietiche chelpcono tutte le cellule del sangue (globuli
rossi, globuli bianchi, linfociti e alcune struttuwascolari) e delle cellule staminali neurali che
producono neuroni ed anche le cellule accessorie sigema nervoso (astrociti,
oligodendrociti).

Altre sono, al contrario, "unipotenti” e producona solo tipo cellulare come le cellule

dell'epidermide da cui originano solo cheratinociti
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Altre infine hanno un potenziale intermedio: e also delle cellule staminali mesenchimali,
localizzate nel midollo osseo, che producono cellassee, cartilaginee e probabilmente

muscolari.

| progenitori cellulari

| progenitori cellulari hanno origine dalla divisie delle cellule staminali, ma hanno gia
acquisito durante il loro sviluppo un certo gradbp gpecializzazione e sono quindi
fisiologicamente funzionali. Nonostante abbianodpér le caratteristiche delle cellule
staminali propriamente dette, si dividono infatér pun periodo di tempo limitato e meno
efficacemente, possono essere ottenute in grantiguanpartire dalle cellule staminali. In

futuro potranno essere utilizzati in ambito terameuper riparare un deficit transitorio di un
organo o di un tessuto. A questa categoria appgotenle cellule muscolari "satellite”, gli

epatociti fetali, i precursori ematopoietici, Idlake delle isole pancreatiche e certi neuroni.

CHEMIOTERAPIA

La chemioterapia ha rappresentato per molti anniptacipale strategia terapeutica
farmacologica nelle neoplasie, € una terapia adtgvalla chirurgia sia dopo I'asportazione
della massa tumorale che a volte prima dell'operaziallo scopo di ridurre le dimensioni
tumorali. Il suo limite é stato subito evidentefrdinte alle piccole dimensioni del tumore, alla
sua inacessibilita, alla estensione dell'invasia@ike, presenza delle metastasi e soprattutto al
coinvolgimento di strutture importanti dell'orgame come vasi e nervi. Con la scoperta
delle radiazioni ed i progressi della farmacolog@no nate la radioterapia e la chemioterapia,
quest'ultima tesa ad interferire con I'attivita [iierativa cellulare. La conoscenza delle fasi
specifiche del ciclo cellulare e della chimica @A ha permesso l'individuazione e lo

sviluppo di numerosi agenti chimici con azione jmdiiferativa e antiblastica, che hanno
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posto la base per la chemioterapia antiprolifesatidei tumori. Gli agenti chemioterapici
presentano una parziale selettivita derivante dedypposto che é possibile colpire la cellula
tumorale durante una specifica fase del ciclo.amdtquesto presupposto razionale non mette
al riparo le cellule normali ad alto turn-over iroliferazione, i compartimenti proliferanti del
midollo osseo e degli epiteli. Pertanto gli effet$sici di questi trattamenti sono molto alti in
confronto ai benefici terapeutici che ne possonavdee. Tra gli agenti chimici ad azione
antiproliferativa ed antiblastica, si distinguono dhemioterapici che interagiscono
direttamente con il DNA (agenti alchilanti e antitici antitumorali) e quelli che agiscono
indirettamente con il DNA (antimetaboliti e antastheletrici). Tra le molecole che
interagiscono direttamente con il DNA ve ne soruia che formano addotti e doppi legami
tra le due catene, impedendo la replicazione. Aeime#o il cisplatino e l'oxaliplatino,
comunemente utilizzati in clinica per il trattamemtel carcinoma del colon, impediscono la
replicazione del DNA in quanto sono agenti alchilahe vengono trasformati in ioni carichi
positivamente in grado di formare legami covaleoti gli acidi nucleici.

Tra le molecole che agiscono indirettamente c@NA vi sono soprattutto gli antimetaboliti
che agiscono con vari meccanismi di azione interfiercon la sintesi e la replicazione del
DNA. Causando danni irreversibili al DNA, l'aziorfsmale dei chemioterapici si esplica
nell’attivazione della via intrinseca o mitocondeialel processo di morte programmata nelle
cellule tumorali. | recettori di morte e i chemipici esplicano la loro azione attivando i due
principali pathways apoptotici, rispettivamentpathway estrinseco e il pathway intrinseco o
mitocondriale. In particolare il legame di CD95, AIR-R1 e TRAIL-R2 ai rispettivi ligandi
induce il raggruppamento dei recettori e la forraaei del DISC. Tale complesso recluta e
attiva la caspasi 8 e 10 attraverso la molecol&adae FADD. L’attivazione della caspasi 8
puo essere inibita da proteine omologhe quali dPRIPED/PEA1S. | chemioterapici sono

invece una classe di composti citotossici che attivprincipalmente il pathway intrinseco,
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causando il rilascio dal mitocondrio di vari fattdr morte come il citocromo-c, APAF-1, AIF
e Smac/DIABLO. Entrambi i pathways convergono adfivazione delle caspasi. Sebbene
spesso le cellule tumorali esprimano i recettorimdirte TRAIL e CD95L, I'aggregazione
indotta dai ligandi e insufficiente ad indurre afusp. Tuttavia, le cellule tumorali hanno la
capacita di sviluppare una resistenza alla chemnaipi@, spesso pleiotropica. La
chemioresistenza e una delle principali problerhatidell’oncologia clinica, in quanto non
riuscendo ad inibire la crescita della massa tutairestringono le prospettive di vita del
paziente. La capacita delle cellule tumorali diistese all'effetto citotossico del
chemioterapico dipende da alterazioni nei meccanismnsontrollo del ciclo cellulare e del
macchinario antiapoptotico.

La resistenza all'apoptosi indotta dai recettorimtbrte potrebbe contribuire allo sviluppo e
alla progressione tumorale. Inoltre, le celluletepli tumorali resistenti all’'apoptosi indotta
dai recettori di morte sono resistenti anche afifipsi indotta dai chemioterapici e dalle
radiazioni. Molti studi indicano la presenza, netmambiente tumorale, di diverse citochine

rilasciate sia dai linfociti T infiltranti che dallcellule tumorali.

CITOCHINE

Le citochine sono proteine prodotte dalle celluieedtrambi i compartimenti del sistema
immunitario, quello innato e quello specifico, irado di mediare molte delle funzioni svolte
da tali cellule. Le citochine sono secrete in r&gpoagli antigeni e stimolano risposte
diversificate da parte delle cellule coinvolte pebcessi immunitari ed inflammatori. Nella
fase di attivazione delle risposte immunitarie daseriscono la crescita e la differenziazione
dei linfociti, mentre nella fase effettrice attivanellule diverse promuovendo I'eliminazione
degli antigeni. Alcune citochine fungono anche tealatori dello sviluppo delle cellule

ematopoietiche. Nella pratica medica le citochir@presentano ormai un importante
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strumento terapeutico, e possono costituire unilpitsdersaglio da antagonizzare al fine di
curare molte malattie immunitarie ed immunoinfanoniat Sebbene strutturalmente molto
diverse, le citochine hanno in comune alcune caiatiche.

La secrezione di citochine € un evento di breveatdued auto limitato, di solito, non sono
immagazzinate nelle cellule, ma la loro sintedhigde la trascrizione di geni fino ad allora
silenti, attivati a seguito della stimolazione detlellula. Questa attivazione trascrizionale e
transitoria, e gli RNA messaggeri che codificanomaggior parte delle citochine sono
instabili, la sintesi & di breve durata. La prodaz di alcune citochine puo essere controllata
anche da meccanismi di processazione alternatifBRNA& e da meccanismi post-
trascrizionali, quali la liberazione per proteoldi una molecola attiva a partire da un

precursore inattivo.

L’interleuchina-4

L’interleuchina-4 appartiene alla famiglia di citoee a 4 domini & eliche. La sua principale
sorgente cellulare sono i linfociti T CD4ppartenenti alla sottopopolazione Th2; IL-4 pud
essere prodotta anche da mastociti e basofiliedettore per I'lL-4 espresso dalle cellule
linfoidi € formato da una catena deputata al legame della citochina, appartenelée a
famiglia per citochine di tipo |, associata allaersy presente nel recettore per I'lL-2. I
segnale trasmesso da questo recettore innescaaigial JAK/STAT che una via chiamata
IRS-2 (Insulin Response Substrate), che coinvdlgebstrato di risposta all'insulina. Nelle
cellule non linfoidi la catena del recettore per I'lL-4 non & associata con lamay, ma con
una catena deputata alla trasduzione del segnaléacparte anche del recettore dell’lL-13.
L’IL-4 e la principale citochina responsabile deioambio isotipico verso la classe IgE nei
linfociti B e dello sviluppo di cellule Th2 dai liaciti T helper CD4 vergini, comportandosi

per tale popolazione come fattore di crescita autocNelle cellule ematopoietiche, I'lL-4 si
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lega al complesso recettoriale di tipo I, il consgle tra IL-4k e yC, mentre nelle cellule non
ematopoietiche come le epiteliali, muscolari, fitdesti e splenociti si lega ai recettori di tipo
I, quali IL-4Ra e IL-13Ru1, con differente affinita. Esiste anche un terpo tli recettore IL-
13R Decoy, IL-13R2 che agisce fondamentalmente come un forte iméitkel segnale
dell'lL-13 e dell'lL-4. Infine, recentemente & statnesso in evidenza il rapporto tra I'lL-4 e
lo sviluppo dei tumori. In particolare, diversi diundicano che I'lL-4 e prodotta dalle cellule
tumorali epiteliali ed agisce da fattore autocrith@opravvivenza mediante la regolazione di
proteine coinvolte nel processo apoptotico. L'lLaimenta i livelli di espressione di
numerose proteine anti-apoptotiche mentre la sivagione causa la sensibilizzazione delle
cellule tumorali alla chemioterapia riducendo elivdi espressione delle stesse proteine [20-

22].
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OBIETTIVO DELLO STUDIO

L’obiettivo dello studio e stato quello di verifigal’espressione della survivina nelle cellule
primarie e nelle cellule staminali tumorali di cojJe@ di studiare una possibile correlazione tra
la survivina e l'interleuchina-4. A tal fine e siatecessario il reclutamento di pezzi operatori
provenienti dalla chirurgia d’'urgenza diretta dabffGulotta. | pezzi operatori, sia tumorali
che le mucose normali adiacenti ai tumori, sont statoposti ad un protocollo specifico che
conduce all'isolamento in coltura di cellule di @olsia primarie che staminali tumorali. La
caratterizzazione delle cellule staminali tumodilicolon € stata effettuata dai laboratori di
ricerca diretti dal Prof. De Maria e dal Prof. Stad marcatore di superficie identificato &
rappresentato dalla proteina glicosilata CD133.ampioni presi in esami sono stati
caratterizzati dalla presenza di antigeni speati@ ne dimostrano il tessuto di provenienza e
il grado di differenziazione ed é stata anche igat& la marcatura verso CD133. Recenti
lavori hanno dimostrato che le cellule primarieeestaminali tumorali di colon producono
autocrinamente linterleuchina-4, una citochingpmessabile della resistenza apoptotica nelle
cellule tumorali. Mediante indagini di immunoflusmenza si e voluto verificare la presenza
di IL-4 e del recettore specifico IL-4Rnei campioni presi in esame. L'obiettivo dellodstu

a questo punto e stato quello di verificare I'espi@ne della survivina e della sua forma
attiva, nelle cellule primarie, staminali tumoralidifferenziate dalle sfere di colon. E’ noto
che il pathway dell’'lL-4 attiva due vie di trasdage del segnale, la via Akt/PI3K e la via
JAK1/STAT6, e che la stimolazione da parte deknduchina-6 porta allaumento
dell'espressione della survivina, tramite la foBémione di STAT-3 e la sua successiva
traslocazione nel nucleo; I'obiettivo successivaindi, & stato quello di dimostrare se esiste
la stessa correlazione tra IL-4 e la survivina ttada via che vede il reclutamento di STATS6,
nei campioni tumorali di colon. Esaminata I'attikaze del pathway, si € proceduto con il

dimostrare se tale connessione avviene direttantemtete I’ attivazione di STATG6. Per tale
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scopo e stato usato un farmaco, la leflunomidea@apli inibire la fosforilazione di STATG6.
La risposta al trattamento ha portato il lavordaaklisi della localizzazione intracellulare
della survivina. Il lavoro del Prof. Stassi e cbbeatori, ha dimostrato che la
somministrazione di un numero esiguo di cellulengtali tumorali CD133+ di colon nel
sottocute di topo, genera un tumore con le stemsateristiche del tumore originario e che la
neutralizzazione dell'lL-4 sensibilizza le cellutemorali al trattamento chemioterapico,
I'oxaliplatino, riducendan vitro i livelli d’espressione di molecole anti-apoptbigcedin vivo

le dimensioni del tumore. L'ultimo punto e statoetio di verificare negli xenograft, sia
I'espressione che la localizzazione della surviypea spiegare la possibile correlazione tra il
meccanismo d’azione dell’'lL-4 e le diverse funzi@wolte dalla survivina quando si trova

dislocata nei diversi compartimenti intracellulaitoplasmatici o nucleari.
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MATERIALI E METODI

PURIFICAZIONE E COLTURA DI CELLULE STAMINALI E DIFF ERENZIATE
TUMORALI DA TESSUTI EPITELIALI DI COLON

| campioni di carcinoma del colon sono mantenutlimaccio in penicillina e streptomicina.
Dopo 24 ore i campioni subiscono digestione enZgaaton collagenasi e ialuronidasi. Il
digesto ottenuto e usato in parte per ottenereleelimorali primarie differenziate e in parte
per la purificazione di cellule staminali tumordle cellule primarie e le differenziate dalle
sfere vengono poste in un terreno di coltura irs@mea di siero mentre le cellule staminali
tumorali vengono mantenute in un mezzo di coltwigopdi siero e contenente fattori di
crescita. In queste condizioni le cellule tumornaiti differenziate e le cellule normali
connesse al tumore muoiono, mentre le cellule st@mineoplastiche si espandono
indefinitamente formando aggregati cellulari coetan sia cellule staminali che progenitori
neoplastici (sfere). Dopo una settimana, sono otteaggregati sferici fluttuanti, che sono
capaci di aumentare in numero. Il passaggio di tgueslture e effettuato disgregando
gentilmente ogni 7 giorni le sfere in crescita. tanta vitale delle cellule normali e
neoplastiche viene effettuata usando il trypan,lwmecolorante che discrimina le cellule non

vitali colorandone il citoplasma.

IMMUNOENZIMATICA

I campioni di tumore al colon primario e deriva@ tdapianto delle cellule staminali tumorali
di colon nel topo, sono stati inclusi in paraffih&. sezioni spesse 5 um sono state paraffinate
in xilolo e reidratate mediante una scala disceteddnetanolo (100%-50%) fino ad un breve
passaggio in acqua distillata. Dopo un’incubazidn®’ in PBS 1X, le sezioni sono state

trattate con retrieval e permeabilizzate per 101 &8S/TritonX 100. Dopo un lavaggio, la
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perossidasi endogena viene inibita ca®F(3min) e successivamente incubate per 10’ con la
blocking solution (BSA 3% in PBS 1X) per bloccarsiti antigenici aspecifici. Le sezioni
sono state incubate a 4°C tutta la notte con amii@pecifici. Dopo un lavaggio, i campioni
sono stati incubati per 30" a temperatura ambieatel’anticorpo secondario biotinilato e 30’
con streptavidina coniugata con I'enzima perossidas colorazione e stata visualizzata
usando come substrato colorimetrico della perossiti&-amino-9-etilcarbazolo (AEC), che
reagendo con I'enzima sviluppa un precipitato dokrosso. | nuclei sono stati contrastati

con ematossilina e virati con Ammonia Water.

IMMUNOFLUORESCENZA
| campioni sono incubati per 5’ in PBS, 3'.in PBRITON X-100 e incubati per 1h a 37°C
con l'anticorpo primario, lavati in PBS e incubpgr 1h a 37°C con l'anticorpo secondario

coniugato al fluorocromo (Rhodamina). Contrasto idoescht.

ISOLAMENTO DELLE PROTEINE E WESTERN BLOTTING

Le cellule staccate dalle fiasche di coltura capsina/EDTA e le sfere fluttuanti sono state
centrifugate e i pellet cellulari lavati in PBSisaspesi in lysis buffer NP40 freddo (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1% NP-4@pntenente gli inibitori delle
proteasi PMSF (1mM), leupeptina (1pg/ml), pepstati(lpg/ml), e aprotinina (1pug/ml) ed
inibitori delle fosfatasi NaF (0,5M) e Na3VvVO4 (1mM)e cellule sono state mantenute in
ghiaccio per 30" e successivamente centrifugate 3@0@ rpm per 10° a 4°C. La
concentrazione proteica dei lisati € stata deteatainmediante metodo Bradford. Le
concentrazioni sono state valutate allo spettrofietno ad una lunghezza d’onda pari a 595
nm. Aliquote degli estratti cellulari pari a 30uigodoteine sono state addizionate con i sample

buffer, bolliti per 3' e caricati su un gel di patrilamide. Gli estratti proteici sono stati
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separati mediante elettroforesi e trasferiti dui fili nitrocellulosa. Dopo aver opportunamente
lavato i filtri in TBS-T (TBS contenente 0.05% Twe20) sono stati incubati un’ora con la
blocking solution (latte 5% in TBS-T) per bloccarsiti di riconoscimento aspecifici e poi
un’ora a temperatura ambiente (oppure tutta laenatd°C) con gli anticorpi specifici alle
opportune diluizioni in TBST-BSA 1%. Dopo aver lavafiltri per eliminare I'eccesso di Ab
primario, questi sono stati incubati un’ora coni@rpo secondario specifico (anti-mouse o
anti-rabbit) coniugato con I'enzima perossidaspetmttati con un substrato per lo sviluppo

della reazione chemioluminescente.

VITALITA’ CELLULARE

La vitalita cellulare é stata calcolata mediantes@ggio colorimetrico MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio bromidedhe si basa sulla riduzione intracellulare dei
sali di tetrazolio da parte dell'enzima mitoconkrisuccinato deidrogenasi (SDH) in cristalli
di un prodotto bluastro denominato formazano. Laziene avviene solo nelle cellule
metabolicamente attive e il valore della densithcat(O.D.), ottenuta mediante lettura
spettrofotometrica, € correlata al quantitativacelilule vitali presenti. Le cellule sono state
seminate in triplicato in piastre da 96 pozzettiopo 24h e stata aggiunta la leflunomide a
concentrazione crescente da 0 a 200uM per 48holuaisne di MTT e stata aggiunta alle
cellule e incubata per 4 ore a 37°C al buio in batare. La vitalita cellulare é stata
determinata mediante misurazione dell’O.D. a 55Qutifizzando il lettore ELISA Microplate
Reader. Mediante la colorazione dell’arancio didaca, un colorante-intercalante specifico
per la distinzione cromatica di DNA e RNA, abbiarmnsservato la vitalita cellulare. |l
colorante & capace di intercalarsi nell'acido nigoleed emettere una fluorescenza di

lunghezza d'onda pari a 525 nm, cioé di colorelgiarde o di 650 nm, cioe luce rossa

identificando rispettivamente le cellule vive daeli@ morte. Un volume pari a fl di
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sospensione cellulare e stato posto su vetrinoi cmwetto, ed € stato aggiunto un uguale
volume di una soluzione di arancio di acridina prepa in ETOH 95° e PBS. Le cellule sono

state osservate al microscopio a fluorescenzaogiafate.

Real Time PCR

L’RNA totale e stato isolato dai campioni mediatiNasy Mini Kit (Qiagen). 2 ug di RNA
totale di ogni campione € stato retrotrascritto ianat@® Archieve kit (Applied Biosystem). Le
condizioni di reazione sono: 95°C per 10 min e i50 a 95°C per 15 s e 60°C per 1 min. La
quantizzazione relativa dell'espressione del gezila durvivina é calcolata usando il metodo
comparativo Ct (Ct). Le quantificazioni sono norinzhte dal controllo endogeno Hu
GAPDH. L’analisi quantitativa e stata effettuata dia@te 'ABI PRISM SDS, software
version 2.1 (Applied Biosystems). Le cellule Hetang usate come controllo positivo della

survivina.

XENOGRAFT

| topi nudi sono acquistati dalla Charles River duabories (Milan, Italy) e gli esperimenti
sono condotti seguendo le normative vigenti, ogs®tu tutti i principi interdisplicinari e le
linee guide per l'uso di animali nella ricercaopt hanno ricevuto una iniezione sottocutanea
di cellule staminali tumorali di colon in 200 ulEBS. Dopo 10 giorni, quando i tumori sono
nell'ordine di grandezza di circa 0.25 ¥nsono stati trattati intraperitonealmente con
I'oxaliplatino da solo (0.40 mg/kg una volta a settna ogni 4 settimane) o in combinazione
con il neutralizzante Abs contro IL-4 (R&D Systeri§; mg/cni due volte a settimana per 3
settimane). | controlli sono eseguiti iniettandoSPB tumori sono misurati settimanalmente
con un calibro e la massa tumorale é calcolata dalimula: (v6)x diametro maggiore x

(diametro minoré)
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ANALISI STATISTICA
Tutti gli esperimenti sian vivo chein vitro sono stati ripetuti almeno tre volte. | dati

sperimentali sono stati analizzati ed espressi coedia e deviazione standard della media.
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RISULTATI

Raccolta e caratterizzazione dei campioni

Dal 2006 al 2008 sono stati raccolti 20 campiontwinore al colon e le rispettive mucose
circostanti sane, da 9 pezzi tumorali & stato pdssisolare e propagare cellule staminali
tumorali in coltura. Il tessuto tumorale preso same e stato valutato dalla colorazione
ematossilina e eosina e da reazioni di immunoistaica che hanno mostrato una positivita
verso la citocheratina-20, un’antigene citoplasoatipico delle cellule differenziate di colon

€ una negativita verso la citocheratina 7, tipicdedsuti epiteliali sani (Fig.1A). Mediante
I'indagine in immunofluorescenza, le cellule staatiiumorali sono risultate negative verso
la CK-20 e positive per il marcatore specifico thmsinalita di colon quale CD133. Al
contrario le cellule primarie e le cellule differeate dalle sfere, hanno mostrato un’ aspettata

positivita verso la CK-20 e negativita verso CD1B[§).1B).

K. Colon

Sfere
Differenziate

Fig.l1 A H&E ed espressione di CK20 e CK7 nel K Colon;
B Espressione di CK20 e CD133 nel K Colon, nelle sfeneorali
di colon e nelle cellule differenziate da esse.

30



Espressione dell'lIL-4 e del recettore IL-dR

Le cellule staminali tumorali di colon e le diffemate ottenute dalle stesse poste in
condizioni di aderenza producono l'interleuchina dsprimono sulla loro superficie cellulare

il recettore IL-4Rx come mostrato dalle immagini di immunofluorescefizg.2).

Sfere
Sfere Differenziate

IL-4R IL-4R

Fig.2 Espressione di IL-4 e IL-4R nelle
sfere tumorali di colon e nelle cellule
differenziate da esse.

Espressione della survivina e della forma fosftaila

Mediante real time PCR, é stato possibile quaatiéicl trascritto della survivina in valore
relativo rispetto al’lmRNA della GAPDH. In parti@ modo, abbiamo trovato che il
messaggero della survivina é risultato ugualmespeesso ad elevati livelli sia nelle cellule
primarie della mucosa sana che primarie tumoraglke cellule staminali dopo induzione del
differenziamento. | livelli di mRNA si abbassane@ppur rimanendo presente, nelle cellule
staminali tumorali di colon. La linea cellulare Hek stata utilizzata come controllo positivo
(Fig.3A). In accordo ai livelli di messaggero, matie western blot, abbiamo trovato che la
survivina e risultata abbondantemente espressa calule primarie tumorali di colon e nelle
cellule differenziate da staminali, minori livetli espressione nelle cellule staminali tumorali

di colon. Mentre € risultata assente nella cellidda mucosa sana di colon (Fig.3B).
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Mediante western blot si e visto che la forma fakdta della survivina € espressa nelle
cellule primarie tumorali di colon e nelle sferespin differenziamento, inoltre é espressa
seppur debolmente nelle cellule staminali tumodalicolon, mentre risulta assente nelle

cellule della mucosa sana di colon (Fig.3B).
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Fig.3 A Real time PCR della survivina nei campioni di
colon; B Espressione della survivina e della forma
fosforilata nei campioni di colon.

Correlazione tra IL-4, STAT-6 e survivina.

Il pathway dell’lL-4 attiva a valle la proteina STA6, la quale viene successivamente
fosforilata da tirosine-chinasi per poi traslocaet nucleo. Mediante trattameinti vitro, si
voluto dimostrare se nei campioni analizzati queggarisulta attiva. Non solo le cellule

staminali ma anche le cellule differenziate daesfentrambe trattate con IL-4 per 48 h, hanno
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mostrato un aumento dei livelli della survivinaiesS@AT-6, cosi come delle rispettive forme
fosforilate. | livelli delle stesse proteine siumbno dopo esposizione al neutralizzaotd, -4

per 48h in entrambi i campioni presi in esame &jig.
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Fig.4 Espressione della survivina, survivina fosforilata,
STAT6 e STATG6 fosforilata nelle sfere tumorali dil@n
e nelle cellule differenziate da esse.

Trattamento con la leflunomide

Al fine di indagare se esiste una diretta correlazitra STAT-6 e la survivina, mediante
I'attivazione del promotore della survivina, abb@iioccato la fosforilazione di STAT-6 per
arrestarne il suo traslocamento nel nucleo. L'midne di STAT-6 fosforilata e stata
effettuata dalla leflunomide, un farmaco immunoseppore selettivo che agisce nei linfociti
attivati come inibitore della sintesi pirimidinidaloccando quindi la divisione cellulare.
Recentemente e stato dimostrato che questo farmdasce le tirosine chinasi interferendo
con la trasduzione del segnale attivata attravdesdosforilazione di STAT-6 [23].

Inizialmente e stato indispensabile condurre unavacudose-risposta del farmaco con

concentrazioni crescenti da 0-200 uM della leflurtrsia nelle cellule staminali tumorali
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che nelle differenziate di colon, al fine di scegd il valore di Ic50 da usare nei successivi
esperimenti. La mortalita cellulare é stata cakeotaediante saggio “MTT” e abbiamo scelto
come valore 1c50, quello di 100 uM (Fig.5A). Comenferma, mediante la colorazione
arancio-acridina, € stata possibile seguire la afitatdelle cellule trattaten vitro con il
farmaco a concentrazioni crescenti; le cellule @tin rosso sono le cellule morte mentre
quelle verdi sono ancora vive (Fig.5B).

Mentre mediante western blot, abbiamo voluto veaif I'inibizione della fosforilazione di
STAT-6. L'analisi proteica dei livelli di STAT-6 &forilata ha mostrato una riduzione
dell’'espressione proporzionale all’laumento dellacemtrazione del farmaco in entrambe le

cellule prese in esame (Fig.5C).
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Fig.5 A Dose risposta della leflunomidB;Colorazione arancio-
acridina nelle sfere tumorali di colon e nelle akeldifferenziate
da esse;C Espressione di STAT6 fosforilata nelle cellule
staminali tumorali di colon e nelle cellule diffeate da esse.

Analisi della survivina dopo trattamento con lddabmide

Una volta verificata I'efficacia della leflunomidwii livelli di pSTAT-6, abbiamo analizzato i
livelli di espressione sia della survivina wild-gyphe della sua forma fosforilata nelle cellule
trattate, al fine di studiare se esiste una reatmessione diretta tra pSTAT-6 e I'espressione
della survivina. Mediante I'analisi di immunofluseenza si e visto che il trattamento con la
leflunomide non ha regolato i livelli della survind o della sua forma fosforilata, rimaste
entrambe espresse ad elevati livelli, ma bensiviteeziato una possibile regolazione nella
localizzazione della proteina e della sua formavattLe cellule staminali e le cellule
differenziate tumorali di colon presentano un’espiene della survivina e della sua forma
fosforilata prevalentemente citoplasmatica, in #egal trattamento con la leflunomide
I'espressione di entrambe le proteine, fosforilatanon, risulta prevalentemente a livello
nucleare. Seppure una piccola percentuale di eellulassenza del trattamento mostrano
un’espressione della survivina localizzata nel @oictio puo essere spiegato dalla presenza di

cellule in fase di divisione (Fig.6).
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Fig.6 Espressione della survivina e della survivina fakfta nelle sfere e
nelle cellule differenziate da esse senza trattéonemopo trattamento con
la leflunomide.

Analisi della survivina nei trattamenti vitro

Abbiamo voluto vedere se i co-trattamenti con ilutnglizzante dell'lL-4 e l'oxaliplatino
potessero portare ad una differente localizzaziotracellulare della survivina. In particolar
modo mediante immunofluorescenza, si € visto aplessione della survivina permane nel
citoplasma sia nelle cellule trattate con I'oxaipto che in quelle trattate con I'lL-4, mentre
risulta nella sua totalita a livello nucleare domingoli trattamenti con la leflunomide od-
IL-4, e nei co-trattamenti con leflunomidecelL-4 o oxaliplatino ea-IL-4. Inoltre nel co-

trattamento con l'oxaliplatino e la leflunomideedpressione della survivina risulta in

entrambi i compartimenti cellulari (Fig.7).
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Fig.7 Espressione della survivina nelle cellule stamimhfferenziate
tumorali di colon trattate.

Espressione della survivina negli xenograft trattativo

Una volta visto l'esperimentan vitro siamo passati a verificare I'espressione e la
localizzazione della survivina negli xenograft tinit

Un numero esiguo di cellule staminali tumorali dian CD133 iniettatein vivo nel sottocute

di topo, sono risultate capaci di generare un tentam le stesse caratteristiche del tumore
originario. E’ noto che la neutralizzazione delF4Lsiain vitro chein vivo sensibilizza le
cellule primarie e staminali tumorali in combinamo ai convenzionali trattamenti
chemioterapici alla morte cellulare o alla riduzatella massa tumorale.

L’analisi del trascritto della survivina nello xegraft trattato con |'oxaliplatino e |l
neutralizzante dell’ IL-4 ha rivelato una diminuiggpressione rispetto agli elevati livelli
mostrati nelle cellule differenziate tumorali delan (Fig.8A). Allo stesso modo, il western
blot mostra la massiva riduzione dei livelli dedlarvivina nello xenograft trattato paragonata
all’espressione mostrata nelle cellule primarieeflendifferenziate dalle sfere tumorali di
colon (Fig.8B). L'indagine microscopica di adenataomi del colon mostra un’espressione

della survivina prevalentemente a livello citoplasico e raramente a livello nucleare. Nei

37



tumori generati nel sottocute di topo non trattatdrattato solo con l'oxaliplatino, si &

evidenziata un’espressione citoplasmatica dellaidna nella quasi totalita delle cellule;

sorprendentemente in seguito al trattamento deligok citochina o in combinazione con

I'oxaliplatino, I'espressione diventa per lo pitaeare (Fig.8C).
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Fig.8 A Real time PCR della survivina nei campioni di coloneio xenograft trattato coa-IL-4 e
oxaliplatino;B Espressione della survivina nei campioni di colametto xenograft trattato com-IL-4 e

oxaliplatino;C Espressione della survivina nel tumore al coloeglirkenograft trattatin vivo.
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DISCUSSIONE

Il trattamento d’elezione del carcinoma del colonlaeterapia chirurgica seguita dalla
radioterapia o chemioterapia. Sebbene la sopravxavealei pazienti in quest'ultimi anni
migliorano, i farmaci citotossici sono risolutivble in una minoranza di pazienti; nella
maggior parte dei casi infatti I'efficacia dellaerhioterapia € parziale e transitoria. Una
migliore conoscenza degli eventi molecolari coitivaklla progressione tumorale e delle
caratteristiche biologiche delle cellule tumorad honsentito di identificare le cause del
fallimento terapeutico della chemioterapia, il gualattribuibile in gran parte alla resistenza
farmacologica acquisita secondaria, all’instabilganetica, alla eterogeneita cellulare e
mutazioni epigenetiche. Nell’'ultima decade sontespertanto identificate e sviluppate nuove
strategie terapeutiche antitumorali, comprendentiove forme di immunoterapie,
neutralizzazione di specifici fattori di crescitantorale, terapia genica e inibizione
dell’'angiogenesi. Piu recentemente, e stato diratwstthe altri fattori possono influenzare la
risposta cellulare alla chemioterapia come l'incépali attivare la risposta apoptotica. Infatti
le cellule resistenti possono presentare un’alieraspressione di proteine coinvolte
nell'apoptosi e/o regolazione del ciclo cellulgy3, bcl-2, cicline).

E’ stato recentemente dimostrato che la produzewm®@crina dell'interleuchina 4 (IL-4),
possa da sola indurre resistenza all’apoptosi redlule tumorali di tiroide, mammella,
polmone e colon [21], e piu recentemente nelleutelstaminali tumorali di colon [2] e
aumentando I'espressione di proteine anti-apopteticome PED, cFLIP, Bcl-xL e Bcl-2.
Allo stesso modo 'aggiunta esocrina di IL-4 alldlgle epiteliali sane degli stessi istotipi ha
conferito un aumento delle suddette proteine gmiptotiche, dimostrando che IL-4 agisce
come fattore di crescita e di sopravvivenza pecdiule tumorali rendendole resistenti ai

convenzionali trattamenti chemioterapici. Inoltrestato dimostrato che la neutralizzazione
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dell'lL-4, mediante un anticorpo capace di legaadia quota di citochina libera, ha
sensibilizzato le cellule staminali tumorali di @ole cellule epiteliali tumorali alla morte
cellulare indotta da TRAIL o dalla chemioterapieedfica bloccandone la crescita e la
progressione tumorale [2, 21]. Da questi studi éersen una nuova strategia terapeutica
antitumorale in cui la neutralizzazione di una siagcitochina € necessaria e sufficiente a
rendere le cellule epiteliali e staminali tumodilicolon sensibili ai convenzionali trattamenti
chemioterapici.

E’ stato nostro interesse studiare se la survivamh’essa molecola antiapoptotica, possa
essere regolata dall'lL-4. La survivina e una praedentificata per la prima volta da Altieri,

e in gquest'ultima decade, sono stati numerosi bhiawatti a comprendere le numerose
caratteristiche della proteina, risultati a voltiscdrdanti e comunque che necessitano di
ulteriori studi. L’espressione, la funzione e ladbizzazione della survivina, cosi come le sue
varianti di splicing, risultano tuttora difficilialcomprendere per le svariate possibilita che si
manifestano con il sussegquirsi dei lavori.

L’espressione nelle prime fasi embrionali e fetalisua scomparsa e la ricomparsa solo nelle
cellule tumorali, le ha conferito la definizione marcatore tumorale. Secondo alcuni lavori,
la duplice funzione, anti-apoptotica e mitotica,esvista correlata alla sua localizzazione
intracellulare; la funzione anti-apoptotica semesaere espletata dalla forma citoplasmatica
mentre la funzione mitotica da quella nucleare. dato visto anche che la diversa
localizzazione intracellulare & associata alleeddhti varianti di splicing ed il ruolo che esse
devono svolgere nella cellula tumorale [24].

Il primo dato importante di questo studio é ristdtdalla presenza della survivina, sia del
messaggero che della proteina, negli sferoidi tafhali colon. E' noto che la survivina e
espressa in cellule in attiva proliferazione e ohesce le cellule staminali si trovano nella

fase quiescente del ciclo cellulare. La sua esjpes$uo essere spiegata da due diversi punti
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di vista, innanzitutto gli sferoidi sono compost dna popolazione cellulare in differenti
stadi, dalle vere e proprie cellule staminali (gaenti) a progenitori o a cellule differenziate
(in divisione), ed inoltre questi sferoidi sono aligine tumorale, ed € ormai ampiamente
dimostrato che la survivina e espressa ad elevatetiga soltanto nelle cellule tumorali.

La forma attiva della survivina e rappresentatdad@airma fosforilata sul sito di treonina-34,
un punto strategico per le funzioni della proteinaui livelli di espressione sono risultati
elevati e proporzionali alla forma wild-type, ma@stdo quindi una totale attivita della
survivina nei campioni presi in studio.

E’ stato recentemente riportato che nel tumore raanmella, I'interleuchina 6 porta ad un
aumento diretto dei livelli della survivina doposforilazione di STAT-3, legandosi al suo
promotore [25]. Quindi abbiamo valutato se allosste modo I'lL-4 pu0 modulare
direttamente I'espressione della survivina attrswelattivazione di STAT-6. Il legame
dell'lL-4 al suo recettore determina I'attivaziode JAK-1 e JAK-3 inducendo una rapida
fosforilazione tirosina chinasi dipendente dellaotpina costitutiva STAT-6, che
omodimerizza e trasloca nel nucleo dove stimol@ascrizione di molecole anti-apoptotiche
come Bcl-2, Bcl-xL e cFLIP.

Abbiamo dimostrato tramite sagii vitro, in cui le cellule sono state trattate con IL-4 o
neutralizzante dell’'lL-4 che la via di trasduzioten il reclutamento a valle di STAT-6 e la
sua attivazione in seguito alla fosforilazioneuazionale sia negli sferoidi che nelle cellule
differenziate da esse. In particolare, abbiamorease I'espressione delle forme wild-type e
fosforilate sia di STAT-6 che della survivina aurtam dopo trattamento con l'IL-4 e si
riducono invece com-IL-4. Per dimostrare se l'attivazione della sumé e direttamente
correlata dall’attivazione di STAT-6 e quindi medialall’'lL-4, & stato utilizzato un farmaco,
la leflunomide, capace di inibire la fosforilaziodella proteina STAT-6 e quindi di bloccare

la sua traslocazione nel nucleo, dove normalmentegsa al promotore della survivina.
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L’analisi proteica di fosfo-STAT-6, in seguito atattamentoin vitro a concentrazioni
crescenti del farmaco, ha mostrato nelle sfererigli@ione significativa alla dose massima di
200 uM; mentre nelle cellule differenziate da sfirestessa concentrazione portava ad una
completa scomparsa di fosfo-STAT-6. Quindi la scdklla concentrazione della leflunomide
da usare nei successivi esperimenti e stata cendatferendo il valore dell'lc50 in modo da
avere il 50% di cellule vive per i successivi egpenti che prevedevano dei co-trattamenti
con l'a-IL-4 o I'oxaliplatino.

Il trattamento non ha portato ad una variazioneligelli di espressione della survivina né
della sua forma fosforilata, ma bensi ha mostrat@spettatamente, una modulazione sulla
localizzazione di entrambe le proteine nelle celluhfatti negli sferoidi e nelle cellule
differenziate tumorali di colon, la survivina, witdpe e la sua forma attiva, risulta
principalmente espressa nel citoplasma. Soltantaina piccola percentuale di cellule é
espressa a livello nucleare a causa di cellule ase fmitotica. Il trattamento con la
leflunomide, ha mostrato una localizzazione dellavisina e della forma fosforilata
esclusivamente a livello nucleare. Studivivo hanno precedentemente dimostrato che il
trattamento con il neutralizzante dell'lL-4 in com&zione con il chemioterapico
convenzionalmente utilizzato nei trattamenti deindwe al colon porta ad una massiva
riduzione della massa tumorale nei topi immunodepregrazie alla sensibilizzazione delle
cellule alla morte per apoptosi. In accordo a quasori, il co-trattamento con Kk-IL-4 e I
oxaliplatino ha visto la riduzione dei livelli dall survivina negli xenograft generati
dall'iniezione di cellule staminali tumorali di aoi [2]. | livelli della survivina sia a livello
trascrizionale che proteico si sono notevolmertetti rispetto ai livelli mostrati nelle cellule
differenziate dagli sferoidi tumorali di colon. Idalisi di immunoistochimica ha mostrato una
localizzazione citoplasmatica nel tumore al coloallo xenograft non trattato e in quello

trattato con I'oxaliplatino, mentre negli xenografattati con il neutralizzante da solo o in
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combinazione con il chemioterapico, la localizzaeiadella survivina € esclusivamente a
livello nucleare. Questi risultati sono in accorcon la letteratura in cui si mostra che la
presenza della survivina nel nucleo migliora lagpasi dei pazienti affetti da tumore alla
mammella [26] e quindi la neutralizzazione di umagsla citochina sposta la survivina nel
compartimento piu idoneo a mandare i messaggi dieno

Recenti risultati suggeriscono che la survivina leaie influenza la trascrizione di geni
coinvolti nello sviluppo, senescenza e apoptosi iargd meccanismi ancora sottoposti a
studio che comunque hanno come risultato ultimodéorilazione e 'attivazione di fattori di
trascrizione come c-myc e SP1 (specific proteinPExcio, una predominante localizzazione
nucleare potrebbe partecipare all’attivazione dpthptosi attraverso I'aumento di trascrizione
di geni pro-apoptotici [9].

| risultati di questo studio dimostrano una reaaressione tra I'lL-4 e la survivina tramite la
via JAK-1/STAT-6. Essa perdo non é sufficiente a ificare i livelli di espressione della
survivina in modo diretto come e stato dimostrata STAT-3, e possibile pensare ad un
coinvolgimento di altri pathway, come la via PISKtA L'inibizione della fosforilazione di
STAT-6 cosi come la neutralizzazione dell’'lL-4 @ord ad una differente localizzazione della
survivina che puo essere spiegato da un traspdtitm alella proteina dal citoplasma al
nucleo oppure da un accumulo della stessa nel oudee risultato della riduzione della

guota citoplasmatica.
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