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Abstract (italiano)

Il carcinoma del colon rappresenta il terzo tumore maligno per incidenza e mortalita® nei Paesi
occidentali e uno dei modelli meglio caratterizzati di progressione neoplastica da un punto di
vista molecolare. Negli ultimi anni, ¢ emersa con grande vigore I’importanza dei mediatori
solubili presenti nel microambiente tumorale nel modulare 1’azione delle proteine coinvolte nella
sopravvivenza e nella morte cellulare per promuovere la progressione tumorale. Nel presente
studio abbiamo analizzato 1’espressione di proteine coinvolte nella riparazione dei danni del
DNA, nella sopravvivenza e nella morte cellulare nella sequenza adenoma-carcinoma del
carcinoma del colon. Inoltre, abbiamo valutato il ruolo della citochina pro-infiammatoria IL-6,
presente negli stati di infiammazione cronica ed acuta dell’intestino, sulla modulazione
dell’espressione di Bax, Ku70, Ku86 e Clasterina e delle loro interazioni. Abbiamo dimostrato
che I’azione di IL-6 avviene a livello di alterata espressione o alterata localizzazione e, di
conseguenza, alterata funzione delle proteine coinvolte nella riparazione dei danni del DNA e
nella sopravvivenza. Cio rende il condizionamento da parte di questi fattori flessibile e
adattabile ai vari stadi dell’evoluzione del tumore.

Infine, abbiamo valutato se la over-espressione della forma secretoria della Clasterina (sCLU)
osservata in tumori aggressivi potesse essere correlata ad un aumento del suo rilascio in circolo.
La presenza di sCLU e stata quindi valutata nel sangue e nelle feci di pazienti affetti da
carcinoma del colon e in soggetti esenti da neoplasie intestinali giungendo alla conclusione che i

livelli di Clasterina secreta possono avere valore prognostico per il carcinoma del colon.



Abstract (English)

Colon cancer is the third most common malignancy in the Western countries for incidence and
mortality and it is one of the best characterized molecular models of cancer progression.
Recently, the role of tumour microenvironment soluble mediators has emerged as an important
factor in modulating the action of proteins involved in cell survival and cell death, promoting
cancer progression.

In this study, we have analysed the expression of proteins involved in DNA damage repair, in
cell survival and in cell death in the adenoma-carcinoma sequence of colon cancer. Moreover,
we have evaluated the role of the pro-inflammatory cytokine IL-6 (present in the bowel chronic
and acute inflammatory state) on the modulation of the expression of Bax, Ku70, Ku86 and
Clusterin and on their interactions.

We have demonstrated that the action of IL-6 microenvironment factor occurs through altered
expression or localization modifying the function of proteins involved in DNA damage repair
and cell survival. Hence, the action of these factors is flexible and adaptable to the diverse stages
of tumour evolution.

Finally, we have assessed the possible correlation between the over-expression of the secreted
form of Clusterin (SCLU) observed in the most aggressive tumours and its release in circulation.
The presence of SCLU has been evaluated in the blood and stool of colon cancer patients and in
individuals without bowel neoplasia. We conclude that the level of secreted Clusterin has a

prognostic value for colon cancer.
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Capitolo I

Meccanismi di escaping apoptotico nella tumorigenesi

La tumorigenesi e* un processo a tappe che riflette I’accumularsi di alterazioni genetiche che
dirigono la trasformazione di cellule normali in cellule maligne (Grander, 1998). Tre classi di
geni hanno un ruolo fondamentale in questo processo: gli oncogeni, i geni soppressori dei tumori
e 1 geni coinvolti nei meccanismi di riparazione dei danni del DNA e nei meccanismi di
ricombinazione mitotica e segregazione cromosomica chiamati geni “caretaker” (Vogelstein e
Kinzler, 2004). L’effetto delle mutazioni che colpiscono gli oncogeni e i geni soppressori dei
tumori e diretto, in quanto i primi vengono resi costitutivamente attivi, mentre i secondi
vengono inattivati. Al contrario, la mutazione dei geni “caretaker” ha un effetto indiretto, perche’
rende piu” frequente la mutazione di altri geni (Friedberg, 2003). Nel complesso, le mutazioni, le
amplificazioni o le delezioni che coinvolgono questi tre gruppi di geni possono portare ad
un’alterazione dei meccanismi biologici coinvolti nella regolazione della proliferazione e del
differenziamento cellulare (Lodish et al, 1999). Si pensa che questi eventi siano seguiti dalla
selezione clonale di cellule con caratteristiche di aggressivita’ progressivamente maggiori, in
grado non solo di proliferare in maniera incontrollata, ma anche di invadere i tessuti normali.
Nonostante non sia ancora chiaro se il processo di tumorigenesi prenda origine dalle mutazioni
che coinvolgono singoli geni o dall’aneuploidia, la nozione sempre piu  chiara e che il
microambiente svolge un ruolo fondamentale sia nell’iniziazione che nella progressione

tumorale (Tysnes e Bjerkvig, 2007).

Le proprieta” che caratterizzano una cellula tumorale sono 1’autosufficienza per quanto riguarda i

segnali di crescita, 1’insensibilita® ai segnali di crescita inibitori provenienti dall’ambiente



circostante, 1’escaping apoptotico, il potenziale replicativo illimitato e la capacita™ di sostenere
I’angiogenesi, I’invasione dei tessuti circostanti e la metastasi (Hanahan e Weinberg, 2000).

I difetti nelle vie di traduzione del segnale che portano all’apoptosi sono comuni nelle cellule
tumorali. Questi difetti hanno un ruolo molto importante nell’iniziazione del processo tumorale
in quanto, normalmente, I’apoptosi elimina le cellule che presentano danni al DNA o un ciclo
cellulare deregolato (Jaattela, 1999). Inoltre, 1’apoptosi inefficiente puo™ contribuire alla
progressione tumorale e promuovere le metastasi favorendo la sopravvivenza delle cellule
tumorali. Infatti, ad esempio, in condizioni normali, le cellule epiteliali che perdono il contatto
con la membrana basale andrebbero incontro ad un tipo di apoptosi denominato anoikis (Axelrod
et al, 2006). Da ultimo, I’apoptosi inefficiente puo™ avere effetti deleteri rendendo le cellule

tumorali resistenti agli agenti terapeutici (Jaattela, 1999).

La sopravvivenza, la morte e la progressione del ciclo cellulare sono meccanismi interconnessi
non solo da un punto di vista dell’organizzazione temporale, ma anche da un punto di vista fisico
dal momento che, spesso, le stesse molecole sono coinvolte in processi opposti quali la
proliferazione e 1’apoptosi. Cio™ assicura lo svolgimento coordinato di questi processi, ma
rappresenta anche un meccanismo di controllo per la cellula. Infatti, le mutazioni che
coinvolgono una cascata di segnali hanno effetto, almeno in parte, anche sul processo opposto
mantenendo, in tal modo, I’omeostasi cellulare. Questo spiega anche il perche’, nonostante le
cellule tumorali siano in grado di inibire alcune molecole che fanno parte della via apoptotica,

esse non siano mai in grado di inibire I’intero processo di apoptosi (Maddika et al, 2007).



Bax e I’apoptosi

L’induzione dell’apoptosi avviene attraverso due vie: la via estrinseca mediata dai recettori
facenti parte della famiglia di recettori per i fattori di necrosi tumorale (TNFR) e la via intrinseca
mitocondriale che viene attivata dai danni del DNA, dalle radiazioni ultraviolette, dai radicali
liberi e da vari agenti chemioterapici (Los et al, 1995; Brouckaert et al, 2005).

La via estrinseca, attraverso I’attivazione della caspasi-8, attiva le caspasi effettrici che sono
responsabili del taglio proteolitico di substrati specifici che conferiscono alle cellule apoptotiche
la loro morfologia tipica. La via intrinseca, attraverso il citocromo c rilasciato da parte dei
mitocondri, attiva il complesso Apaf-1/procaspasi-9 che, a sua volta, attiva le caspasi effettrici.
La via estrinseca puo” convergere in quella intrinseca quando la caspasi-8 attiva la proteina BID
che e in grado di mediare il rilascio del citocromo ¢ (Hengartner, 2000). In ogni caso, entrambe
le vie culminano nella formazione di corpi apoptotici che vengono fagocitati dai macrofagi
(Thornberry e Lazebnik, 1998). Durante questo processo, le proteine pro-apoptotiche vengono
bloccate attraverso il legame con proteine che fanno parte della sotto-famiglia di proteine pro-

apoptotiche che presentano un solo dominio BH-3, quali Bad e Bim (Huang, 2000).

Bax e il capostipite dell’altra sotto-famiglia di proteine pro-apoptotiche che comprende anche
Bak e Bok. Bax risiede nel citoplasma (Hsu et al, 1997; Wolter et al, 1997) ma, durante le prime
fasi dell’apoptosi, trasloca nei mitocondri e partecipa al rilascio del citocromo ¢ (Green e Reed,
1998). Nel citoplasma, ’elica idrofobica carbossi-terminale di Bax giace nella tasca idrofobica
formata dai domini BH-1, -2 e -3 della proteina (Suzuki et al, 2000) Durante 1’apoptosi, questa
elica media I'inserzione di Bax nella membrana mitocondriale e I’oligomerizzazione della
proteina. Attualmente non e ancora chiaro se questi oligomeri formano pori nella membrana

mitocondriale o se agiscono su canali mitocondriali gia® esistenti (Kirkin et al, 2004).



Bax e Bak sono espressi da quasi tutti i tipi cellulari. I topi knockout per bax si sviluppano
normalmente e manifestano solo lievi difetti nell’apoptosi (Knudson et al, 1995). Un discorso
analogo vale per i topi knockout per bak, il che indica una ridondanza funzionale tra Bax e Bak.
Infatti, i topi bax”/bak” manifestano difetti multipli nello sviluppo (Lindsten et al, 2000) e le
cellule che non esprimono entrambe le proteine non possono iniziare il processo di apoptosi
attraverso 1’azione delle proteine con un solo dominio BH-3 (Zong et al, 2001).

L’inattivazione di bax o di bak in fibroblasti murini embrionali trasformati da Ras o E1A
mostrano un lieve aumento nella formazione di foci nel saggio in soft agar. Tuttavia, quando
entrambi i geni sono mutati, il numero di foci ¢* comparabile a quello di cellule difettive per p53,
dimostrando I’'importanza dell’inattivazione sia di Bax che di Bak per la trasformazione

oncogenica (Zong et al, 2001).

Molti tumori esprimono bassi livelli di Bax, il che non sorprende considerando il fatto che la
trascrizione del gene che codifica per questa proteina e* mediato da p53 che risulta a sua volta
mutato nella maggior parte dei tumori solidi (Miyashita e Reed, 1995).

Mutazioni frameshift somatiche di bax sono state descritte nel carcinoma del colon (Rampino et

al, 1997).

Una serie di agenti genotossici che vanno dai composti alchilanti, alle ammine eterocicliche,
dalla luce ultravioletta alle radiazioni ionizanti e molti agenti chemioterapici sono in grado di
bloccare la replicazione del DNA, il che puo™ portare allo stallo delle forche replicative e alla
formazione di danni del doppio filamento (DSB) del DNA (Roos e Kaina, 2006). I DSB vengono

rilevati dalle proteine ATM e ATR (Ismail et al, 2005) che agiscono, tra le altre, sulle proteine



Chk1 e Chk2 (che controllano la progressione del ciclo cellulare) e su pS3 (Matsuoka et al, 1998;
Ahn et al, 2000).

Due sono i meccanismi responsabili della riparazione dei DSB: la ricombinazione omologa (HR)
e la giunzione non omologa delle estremita” (NHEJ). Il primo meccanismo ha luogo tra le fasi S
e G2 del ciclo cellulare ed e caratterizzato da un’alta fedelta’. L’NHEJ ha luogo durante la fase
G1 e non e priva di errori (Pfeiffer et al, 2004).

La stabilizzazione di p53 ad opera di ATM promuove I’espressione di p21 che blocca il ciclo
cellulare tra le fasi G1 ed S (Lane, 1992). Se il danno non e riparabile, p53 induce 1’apoptosi

attraverso la trascrizione di fattori pro-apoptotici quali Bax (Miyashita e Reed, 1995).

L’NHEJ avviene ad opera del complesso DNA-PK che e costituito dalla subunita” catalitica
DNA-PKcs e dall’eterodimero Ku formato da una subunita® di 70 (Ku70) e da una di 86 kDa
(Ku86) (Jin e Weaver, 1997).

In cellule normali, non esposte a danno, Ku70 e in grado di legare Bax e di prevenirne 1’azione
pro-apoptotica (Sawada et al, 2003). Inoltre, I’over-espressione di Ku70 blocca I’apoptosi
mediata da Bax, mentre la rimozione di Ku70 rende le cellule sensibili a una varieta™ di stimoli
pro-apoptotici (Kim et al, 1999; Sawada et al, 2003). L’interazione tra queste proteine viene
abolita in seguito al danno indotto dalla luce ultravioletta (Sawada et al, 2003) (Figura 1).

Quindi la sopravvivenza e la morte cellulare sono processi intimamente legati. E* inoltre
interessante notare che, la scoperta del ruolo svolto da Ku70 nella soppressione dell’apoptosi
indipendentemente dal suo ruolo nella riparazione dei danni del DNA, spiega 1’osservazione che
le cellule di topi knockout per Ku70 sono iper-sensibili ad agenti quali la staurosporina che

inducono apoptosi senza indurre danni al DNA (Chechlacz et al, 2001).
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Danno al DNA . .
nel nucleo Riparazione

%\ del danno
—

nel mitocadrio .
»  Apoptosi

Figura 1. In condizioni normali, Ku70 lega Bax prevenendone 1’azione pro-apoptotica. A seguito di un danno al
DNA, Ku70 rilascia Bax e tenta di riparare il danno. Laddove cio® non fosse possibile, Bax induce la morte della
cellula per apoptosi.

Il legame intimo tra le molecole coinvolte nella sopravvivenza, nella morte e nella progressione
del ciclo cellulare ¢* dimostrato anche da un’altra evidenza. Il complesso ciclina E/Cdk2 svolge
un ruolo importante nella transizione dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare (Ohtsubo et al,
1995; Resnitzky e Reed, 1995). Durante I’apoptosi di cellule tumorali ematopoietiche, la ciclina
E subisce il taglio proteolitico da parte delle caspasi generando il frammento p18-ciclina E che
non e piu in grado di interagire con Cdk2 (Mazumder et al, 2002), ma puo” legare Ku70.
Questo legame induce la dissociazione di Bax da Ku70 e la conseguente attivazione di Bax che,

in questo modo, contribuisce ad amplificare 1’apoptosi in corso (Mazumder et al, 2007).

Ku70 e Ku86: implicazioni nel mantenimento dell’integrita® del genoma e nella

progressione tumorale

L’eterodimero Ku e stato identificato nel 1981 come il bersaglio di auto-anticorpi in pazienti

affetti da scleroderma-polimiosite (Mimori et al, 1981). Successivamente, auto-anticorpi contro
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Ku sono stati identificati in sottogruppi di pazienti affetti da varie malattie autoimmunitarie,
quali il lupus eritrematoso sistemico e lo scleroderma (Gullo et al, 2006).

Oltre alla sua funzione nella riparazione dei DSB, il complesso Ku svolge un ruolo importante
nel mantenimento dei telomeri, nella ricombinazione V(D)J dei geni che codificano per le
immunoglobuline e per i recettori dei linfociti T, nella regolazione della trascrizione di geni
specifici, nell’apoptosi e nella regolazione delle risposte indotte dallo shock termico (Tuteja e

Tuteja, 2000).

Sia Ku70 che Ku86 sono composte di tre domini. L’N- e il C-terminale prendono contatto con le
altre proteine che compongono il complesso di riparazione, mentre il dominio centrale si lega in
maniera non specifica allo scheletro di zucchero-fosfato del DNA (Wu e Lieber, 1996).
Affinche™ I’eterodimero si formi, il C-terminale di ciascuna proteina interagisce con il dominio
centrale dell’altra proteina. Inoltre, il C-terminale di ciascuna proteina interagisce anche con la
subunita® catalitica del complesso, una chinasi serina-treonina di 460 kDa. Nonostante la
funzione di riparazione risieda nella DNA-PKcs, 1’eterodimero Ku favorisce il legame corretto
della subunita® catalitica alle estremita” libere del DNA (West et al, 1998).

Le proteine Ku risiedono principalmente nel nucleo, vicino ai siti di trascrizione attiva ma,
durante la mitosi, si spostano nel citoplasma (Koike et al, 1999a). Tuttavia, non sempre co-

localizzano (Koike et al, 1999b).

Negli ultimi anni sta emergendo un ruolo via via sempre piu’ importante delle proteine Ku
espresse sulla superficie cellulare di alcuni tipi di cellule come mediatori dell’adesione cellulare

e dell’invasione (Muller et al, 2005).
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In particolare, Ku86 espressa sulla membrana plasmatica delle cellule funziona da recettore per
la somatostatina (Tovari et al, 1998). In questo modo, Ku86 potrebbe regolare il ciclo cellulare in
maniera negativa, essendo la somatostatina un peptide inibente la proliferazione.

Il trattamento di cellule di mieloma multiplo con CD40L induce I’inserzione di Ku86 nella
membrana plasmatica delle cellule. In questo modo, Ku86 e” in grado di legare la fibronectina
conferendo alle cellule protezione dall’apoptosi indotta dalla doxorubicina e dalle radiazioni
ionizzanti e favorendone la metastatizzazione (Tai et al, 2002).

L’esposizione all’ipossia di cellule di neuroblastoma Kelly e di cellule di carcinoma mammario
MCEF-7 induce I’espressione sulla membrana cellulare di Ku86. Le cellule diventano in grado di
invadere monostrati endoteliali e questa condizione puo™ essere, in parte, revertita mediante 1’uso
di un anticorpo diretto contro Ku86 (Ginis e Faller, 2000).

Il fatto che la proteina Ku86 espressa sulla superficie cellulare possa mediare 1’invasivita® delle
cellule tumorali e dimostrata dalla sua interazione con la metalloproteinasi 9. Ku86 sarebbe,
infatti, in grado di utilizzare la metalloproteinasi 9 per invadere la matrice extracellulare
(Monferran et al, 2004).

E® interessante notare che, in cellule umane non trasformate, le proteine Ku sono state trovate
solo sulla superficie cellulare di cellule endoteliali e di macrofagi, mentre sono state descritte
sulla superficie di una grande varieta™ di linee cellulari tumorali (Ginis et al, 1995; Monferran et

al, 2004)

Il complesso Ku70/Ku86 e anche in grado di legare, attraverso Ku70, I’'isoforma nucleare della
Clasterina (nCLU). nCLU e stata descritta come una proteina pro-apoptotica (Leskov et al,
2003). Dal momento che il suo legame al complesso Ku avviene tardivamente rispetto alla

riparazione dei DSB, e stato proposto che il ruolo di nCLU sia quello di indurre il rilascio di
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Bax da parte di Ku70 con conseguente induzione di apoptosi Bax-dipendente (Shannan et al,

2006a) (Figura 2).

nel nucleo i i
Danno al DNA i . Riparazione
del danno

@
nel mitocaodrio ]
. =  Apoptosi

Figura 2. A seguito di un danno al DNA, I’isoforma nucleare della Clasterina sarebbe in grado di indurre il rilascio
di Bax da parte di Ku70. In questo modo, qualora Ku70 non fosse in grado di riparare il danno, Bax potrebbe indurre
I’apoptosi della cellula.

Clasterina: una proteina coinvolta nella sopravvivenza e nella morte cellulare

La Clasterina (CLU) e stata isolata per la prima volta, dal fluido della rete testis dell’ariete. Il
suo nome deriva dal fatto che, questa proteina, e* in grado di indurre il “clustering” delle cellule
del Sertoli (Blaschuk et al, 1983).

La Clasterina e anche nota come TRPM-2, SGP-2, XIP8 (ionizing radiation (IR) — induced
protein-8), ApolJ (Apolipoprotein J), SP 40-40, inibitore della lisi del complemento, gp80,
glicoproteina III e T64. Questa varieta” di nomi riflette la varieta” di azioni che essa esercita
nell’organismo ed il fatto che essa e” stata spesso “riscoperta” da gruppi che lavoravano in campi
di ricerca molto diversi (Pajak e Orzechowski, 2006).

La Clasterina e espressa in quasi tutti i tessuti ed e stata riscontrata in tutti i fluidi biologici

umani. Le azioni svolte dalla Clasterina comprendono 1’aggregazione degli spermatozoi, la
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maturazione dello sperma, il trasporto dei lipidi, il riciclo delle membrane, 1’adesione cellula-
cellula e ’adesione cellula-matrice extracellulare, la stabilizzazione delle proteine che hanno
perso la loro conformazione tridimensionale (attivita® di chaperone molecolare), la
differenziazione cellulare e I’apoptosi. Per quanto riguarda quest’ultima azione, la Clasterina e
stata descritta come una proteina sia anti che pro-apoptotica. Tuttavia, negli ultimi anni, € stato
scoperto che la Clasterina e costituita da due isoforme e le evidenze sperimentali stanno
dimostrando che queste due azioni antitetiche sono svolte, ciascuna, da una isoforma della
proteina. La produzione di una o dell’altra isoforma potrebbe essere influenzata da citochine,
fattori di crescita e agenti inducenti lo stress presenti nel milieu extracellulare (Pajak e

Orzechowski, 2006; Shannan et al, 2006a).

L’isoforma secreta della Clasterina (SCLU) e una proteina glicosilata di ~80 kDa implicata nella
sopravvivenza. Il precursore della proteina (di ~60 kDa) comprende un peptide leader che
veicola la proteina nel reticolo endoplasmatico dove essa viene tagliata per dare luogo alle catene
a e B che vengono unite grazie a cinque ponti disolfuro. Nel passaggio attraverso il complesso
del Golgi, la proteina viene anche estesamente glicosilata. Analizzata mediante Western Blot,
sCLU da’ una banda a 60 kDa, corrispondente alla proteina precursore e uno smear a ~40 kDa
corrispondente alle catene a e B con diversi gradi di glicosilazione (Leskov et al, 2003; Shannan
et al, 2006b).

sCLU e in grado di proteggere le cellule di carcinoma mammario MCF-7 dai danni indotti dal
trattamento con radiazioni ionizzanti, azione questa abrogata dal silenziamento della Clasterina
mediante siRNA (Criswell et al, 2003, 2005).

L’osservazione (Zhang et al, 2005) che la Clasterina e in grado di interagire con Bax
impedendone 1’oligomerizzazione e quindi I’azione, lascia pensare che questa interazione sia

dovuta proprio ad sCLU.
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L’isoforma nucleare della Clasterina (nCLU) viene generata dallo splicing alternativo
del’'mRNA che da’ origine ad una proteina senza il peptide leader (Leskov et al, 2003). La
proteina precursore della nCLU risiede nel citoplasma delle cellule. A seguito di induzione di
danno, questo precursore subisce modificazione post-traduzionali che generano la forma matura
della proteina di ~55 kDa che trasloca nel nucleo dove svolge la sua azione pro-apoptotica

(Shannan et al, 2006b).

La Clasterina " implicata nella glomerulonefrite, nell’aterosclerosi, nell’infarto del miocardio,
nel diabete, in malattie degenerative quali il morbo di Alzheimer (Rosenberg e Silkensen, 1995)
e in molti tumori tra i quali quelli della vescica, del rene, della prostata, della mammella e del
colon (Shannan et al, 2006a). Nonostante queste patologie siano non relate tra di loro per quanto
riguarda 1’eziologia e le manifestazioni cliniche, esse rappresentano stati di aumentato stress
ossidativo che puo” promuovere 1’aggregazione delle proteine, un aumento dell’instabilita’
genomica ed un tasso elevato di morte cellulare (Trougakos e Gonos, 2006).

Per quanto riguarda il ruolo svolto dalla Clasterina nella progressione tumorale, esso potrebbe
dipendere dal pattern di espressione delle sue isoforme con perdita della isoforma pro-apoptotica
(nCLU) e concomitante over-espressione di quella promuovente la sopravvivenza (sCLU) (Pucci
et al, 2004). In particolare, e stato dimostrato che nella mucosa del colon di individui sani e
nella mucosa sana di individui affetti da carcinoma del colon, la Clasterina si localizza,
principalmente, a livello del nucleo. Nei carcinomi si osserva la perdita dell’espressione di nCLU
e la concomitante over-espressione di sCLU, specialmente nei carcinomi piu aggressivi che
presentano anche il rilascio della proteina nello spazio extracellulare (Pucci et al, 2004, Chen et
al, 2004). E' interessante notare che la sintesi e la secrezione della Clasterina avviene,

principalmente, ad opera delle cellule epiteliali che danno origine a circa il 90% dei tumori
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umani. In questo contesto, la Clasterina svolgerebbe un ruolo importante nel condizionamento

del microambiente tumorale (Trougakos e Gonos, 2002).

Nel carcinoma del colon, I’'induzione di apoptosi da parte della Clasterina e p21 dipendente, ma
pS53 indipendente. Infatti, uno stimolo pro-apoptotico dato alle cellule di carcinoma del colon
HCT116 p217 non e in grado di indurre ne’ I'espressione di Clasterina, ne* 1’apoptosi. Al
contrario, lo stimolo pro-apoptotico e in grado di indurre I’espressione sia di p21 che di
Clasterina nella linea HCT116 p53'/ “(Chen et al, 2004).

Il modo in cui p21 regola I’espressione della Clasterina non e noto, tuttavia p21 e in grado di
legare la chinasi JNK (chinasi c-Jun NH,-terminale) che attiva il fattore di trascrizione c-Jun,
fosforilandolo (Weinberg e Denning, 2002). Il promotore della Clasterina contiene siti di legame
per il fattore di trascrizione AP-1 che e’ costituito dalle proteine c-Jun e c-Fos ed il TGF-B €” in
grado di indurre I’espressione della Clasterina proprio attraverso il fattore di trascrizione AP-1
(Jin e Howe, 1999).

Il promotore della Clasterina contiene anche un sito di legame per il fattore di shock termico 1
(HSF-1) (Bayon et al, 2004) e questo € in accordo con la sua funzione di chaperone molecolare
che lega le proteine danneggiate dall’innalzamento della temperatura, promuovendone la

riparazione o, laddove essa non fosse possibile, la degradazione (Morimoto, 1998).

Il microambiente tumorale

Il microambiente svolge un ruolo fondamentale nella progressione tumorale. Infatti, le citochine

e 1 fattori di crescita prodotti dalle cellule dello stroma e dalle cellule del sistema immunitario
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sono in grado di influire in maniera positiva sull’espressione di proteine coinvolte nella

soppravvivenza ed in maniera negativa su quelle coinvolte nella morte cellulare.

Quando si parla di microambiente bisogna distinguere tra quello gia® esistente, in cui sia le
cellule normali che quelle maligne risiedono e quello che viene a formarsi all’interno della
lesione tumorale (Laconi, 2007).

La selezione clonale delle cellule neoplastiche avviene ad opera del microambiente gia®
esistente. Un esempio e  dato dagli esperimenti eseguiti sui ratti da Solt e Farber nel 1976.
L’esposizione degli animali a un carcinogeno veniva seguito dall’esposizione a un inibitore della
proliferazione degli epatociti normali insieme ad un fattore di crescita per il fegato e portava alla
formazione di noduli epatici. Tuttavia, quando I’inibitore della proliferazione non veniva
somministrato agli animali, non vi era formazione di noduli perche’, in questo caso, lo stimolo
proliferativo dato dal fattore di crescita non era in grado di indurre 1’espansione clonale selettiva
solo delle cellule trasformate dal carcinogeno. Come era stato gia® proposto nel 1889 da Paget,
anche le cellule tumorali capaci di invasione e metastatizzazione dipendono dall’ambiente
circostante per esprimere le loro proprieta” potenziali. In tempi piu” recenti, € inoltre emersa
I’evidenza che lo stroma svolge un ruolo di fondamentale importanza nella progressione

tumorale (Mueller e Fusenig, 2004; Proia e Kuperwasser, 2005).

A mano a mano che I’espansione clonale delle cellule tumorali procede, viene a formarsi un
microambiente tumorale caratterizzato da ipossia, acidosi e carenza di sostanze nutritive
(Folkman, 2003; Gatenby e Gillies, 2004). La generazione di specie reattive dell’ossigeno e
particolarmente elevata in questo contesto, a causa del susseguirsi di cicli di ipossia e di
riperfusione. Questo porta ad un aumento dei danni del DNA (Coquelle et al, 1998) dovuto

anche al fatto che, in condizioni di ipossia, i processi di riparazione del DNA sono meno
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efficienti. Infatti, in queste condizioni, I’espressione dei geni i cui prodotti sono coinvolti nella
riparazione degli errori di missappaiamento (MMR) e nella ricombinazione omologa (HR)
vengono repressi (Bindra et al, 2007). Al contrario, I’ipossia non altera ne" I’espressione, ne’
I’attivita™ delle proteine coinvolte nella giunzione non omologa delle estremita™ (NHEJ) (Um et
al, 2004), il meccanismo che, come abbiamo gia™ visto, viene utilizzato dalle cellule, insieme alla
ricombinazione omologa, per riparare i danni del doppio filamento (DSB) del DNA. Quindi la
repressione dei geni HR puo™ portare all’instabilita” genetica in quanto la riparazione dei DSB
viene affidata al meccanismo NHEJ che, al contrario della ricombinazione omologa, non e” privo
di errori (Bindra et al, 2007). L’ipossia puo™ inoltre portare al blocco del ciclo cellulare che puo’,
a sua volta, facilitare I'isorgenza di amplificazioni geniche (Bindra e Glazer, 2005). In un
ambiente geneticamente instabile di questo tipo, solo i geni i cui prodotti sono essenziali per la
sopravvivenza riceveranno una pressione selettiva positiva, mentre il resto dell’informazione
genetica sara’ progressivamente perduto. La manifestazione di questo fenomeno e la de-
differenziazione cellulare e la proliferazione incontrollata tipica dei tumori (Gatenby e Frieden,

2004).

Parte integrante del microambiente tumorale sono le cellule del sistema immunitario. La
progressione tumorale dipende dall’interazione tra queste cellule e le cellule neoplastiche. Infatti,
le cellule immunitarie (insieme alle cellule stromali) sono in grado di produrre fattori di crescita
e citochine che, agendo in maniera paracrina sulle cellule tumorali, ne stimolano Ia
proliferazione. D’altra parte, le cellule tumorali sono in grado di mettere in atto una serie di
strategie per sfuggire alla sorveglianza del sistema immunitario. Queste strategie vanno dalla
perdita delle molecole del maggior complesso di istocompatibilita~ (MHC) per rendersi
“invisibili” a1 linfociti T citotossici, alla produzione di citochine con funzioni

immunosoppressive (TGF-p, IL-10) (Croci et al, 2007).
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Ruolo dei mediatori solubili nelle malattie infiammatorie croniche correlate all’insorgenza
neoplastica: Uinterleuchina (IL)-6 nelle malattie infiammatorie dell’intestino e nel carcinoma

del colon-retto

Il morbo di Crohn e la colite ulcerosa sono malattie infiammatorie croniche dell’intestino. A
causa dei ripetuti cicli di infiammazione e rigenerazione della mucosa, queste malattie
presentano un elevato rischio di trasformazione in senso maligno delle cellule dell’epitelio
intestinale (Podolsky, 1991). Il processo infiammatorio e* dovuto all’attivazione incontrollata dei
linfociti T della lamina propria che si spostano verso la mucosa intestinale (Rutgeerts et al,
2003), diventano resistenti all’apoptosi (Ina et al, 1995) e iniziano a produrre citochine pro-
inflammatorie (Podolsky, 2002). La citochina pro-infiammatoria IL-6 ha un ruolo centrale nel
processo infiammatorio di entrambe queste patologie (Atreya e Neurath, 2005).

L’IL-6 esercita la sua funzione legandosi al recettore di membrana IL-6R che e composto da
due subunita™: la gp80, che lega I'IL-6 e la gp130, che trasduce il segnale. Tuttavia, I'IL-6 si
puo” anche legare alla forma solubile del suo recettore (sIL-6R) e il complesso risultante e in
grado di legare la gp130 anche in cellule che non presentano I’'IL-6R (Taga et al, 1989). L’sIL-
6R viene prodotto dai macrofagi (Hosokawa et al, 1999) attraverso il taglio proteolitico operato
da alcune metalloproteinasi. Questo processo viene indotto dalla proteina C reattiva (Jones et al,
1999) che, a sua volta, viene indotta proprio dall’IL-6 (Kopf et al, 1994). Il complesso IL-6—sIL-
6R si lega alla gp130 presente, tra le altre cellule, sulla membrana dei linfociti T CD4" e attiva il
fattore di trascrizione STAT3 che, a sua volta, induce I’espressione delle proteine anti-

apoptotiche Bcl-2 e Bel-xp (Atreya et al, 2000).

L’IL-6 potrebbe svolgere un ruolo importante anche nella tumorigenesi del carcinoma del colon-

retto. Infatti € stato osservato che i livelli sierici di IL-6 risultano aumentati nei pazienti affetti
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da questa neoplasia e correlano con la grandezza del tumore (Galizia et al, 2002; Chung e Chang,
2003). Tuttavia, I’IL-6 avrebbe anche un ruolo fisiologico nello sviluppo dell’epitelio intestinale
attraverso la regolazione della proliferazione cellulare (Tebbutt et al, 2002).

Esperimenti condotti su un modello murino di carcinoma del colon, hanno dimostrato che il
TGF-B prodotto dai linfociti T infiltranti il tumore e in grado di sopprimere la proliferazione
delle cellule tumorali attraverso I’inibizione della produzione di IL-6. La trasduzione del segnale
mediata dall’IL.-6 avveniva attraverso il recettore solubile. Inoltre, il trattamento degli animali
con un anticorpo in grado di inibire solo 1’sIL-6R, e in grado di sopprimere la crescita tumorale

(Becker et al, 2004).

Nel capitolo successivo prenderemo in considerazione le caratteristiche clinico-patologiche e le

alterazioni genetiche del carcinoma del colon-retto.
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Capitolo IT

1l carcinoma del colon-retto

Caratteristiche clinico-patologiche

Nei Paesi occidentali il carcinoma del colon-retto rappresenta il terzo tumore maligno per
incidenza e mortalita™, dopo quello della mammella nella donna e quello del polmone nell'uomo.

L’incidenza della malattia, abbastanza rara prima dei 40 anni di eta’, aumenta a partire dai 60
anni, raggiungendo il picco massimo verso gli 80 anni.

Negli ultimi anni si e assistito a un aumento del numero di tumori, ma anche a una diminuzione
della mortalita’, attribuibile soprattutto a un'informazione piu" adeguata, alla diagnosi precoce e
ai trattamenti piu” efficaci nel campo della terapia (http://www.airc.it/tumori/tumore-al-colon-

retto.asp).

Come in tutte le patologie tumorali, cause multifattoriali concorrono nel determinare
I’insorgenza di questa malattia.

I fattori ambientali sono da ricondursi, principalmente, alla dieta. Infatti, una dieta ad alto
contenuto di calorie, ricca di grassi animali e povera di fibre e associata a un aumento dei
tumori intestinali. I meccanismi molecolari che sono alla base di queste associazioni
epidemiologiche non sono ancora chiaramente definiti, tuttavia le ammine eterocicliche che
vengono prodotte durante la cottura della carne, gli alti livelli di acidi biliari fecali e i radicali
liberi dell’ossigeno sembrano avere un ruolo importante in questi meccanismi (Owen, 1998;
Dingley et al, 1999). 1l tasso di incidenza del carcinoma del colon e fino a 20 volte piu™ alto nei
Paesi sviluppati dell’Europa, del nord e sud America, dell’ Australia e dell’ Asia rispetto ai Paesi

che hanno avuto uno sviluppo recente (Malaysia, Corea) o che sono in via di sviluppo (Paesi
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dell’Africa e dell’Asia, Polinesia) (Cooper et al, 1998). Inoltre il tasso di incidenza tra gli
immigrati e i loro discendenti tende a raggiungere rapidamente quello del Paese di residenza,
indicando, ancora una volta, I’importanza degli stili di vita nell’insorgenza di questo tumore
(Thomas e Sobin 1995).

I fattori genetici comprendono le poliposi adenomatose ereditarie (tra cui la poliposi
adenomatosa familiare o FAP, la sindrome di Gardner e quella di Turcot) e quella che viene
chiamata carcinosi ereditaria del colon-retto su base non poliposica (HNPCC o sindrome di
Lynch).

I fattori genetici non ereditari comprendono 1’eta’ e le malattie infiammatorie croniche intestinali
(tra le quali la rettocolite ulcerosa e il morbo di Crohn).

Polipi e carcinomi che non rientrano tra le sindromi ereditarie, vengono definiti “sporadici”,
sebbene, anche in questo caso, sembra vi sia una certa predisposizione familiare

(http://www.airc.it/tumori/tumore-al-colon-retto.asp).

La maggior parte dei carcinomi del colon-retto deriva dalla trasformazione in senso maligno di
polipi, ovvero di piccole escrescenze, di per se” benigne, dovute al proliferare delle cellule della
mucosa intestinale.

I1 polipo puo™ essere definito, in base alle sue caratteristiche, sessile (cioe™ con la base piatta) o
peduncolato (ovvero, attaccato alla parete intestinale mediante un piccolo gambo). I polipi,
inoltre, possono essere suddivisi in: iperplastici (caratterizzati da una mucosa a rapida
proliferazione), amartomatosi (detti anche polipi giovanili e polipi di Peutz-Jeghers) e
adenomatosi. Solo questi ultimi costituiscono lesioni precancerose e, di essi, solo una piccola
percentuale si trasforma in neoplasia maligna.

La probabilita” che un polipo del colon evolva verso una forma invasiva di cancro dipende dalla

dimensione del polipo stesso: minima (inferiore al 2%) per dimensioni inferiori a 1,5 cm,
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intermedia (2-10%) per dimensioni di 1,5-2,5 cm e significativa (10%) per dimensioni maggiori
di 2,5 cm.

Una volta trasformatasi in tessuto canceroso, la mucosa intestinale puo™ presentarsi con
caratteristiche diverse a seconda dell'aspetto visibile al microscopio, e di conseguenza prendere
un nome diverso: adenocarcinoma, adenocarcinoma mucinoso, adenocarcinoma a cellule ad
anello con castone (piu” raro).

Inoltre, tutti i tumori del colon-retto possono avere un aspetto a polipo, a nodulo oppure

manifestarsi con ulcere della mucosa (http://www.airc.it/tumori/tumore-al-colon-retto.asp).

Il carcinoma del colon-retto si manifesta, nella meta™ dei casi, nel sigma (ovvero nell'ultima parte
del colon vero e proprio) e nel retto; in un quarto dei pazienti e il colon ascendente a essere
colpito, mentre la localizzazione del tumore nel colon trasverso e in quello discendente si
verifica in un caso su cinque, circa.

Le modalita® di crescita del tumore coinvolgono, inizialmente, gli strati interni della parete
intestinale e, successivamente, la parete esterna del colon fino ad invadere i tessuti pericolici. Un
carcinoma rettale avanzato puo” estendersi fino a coinvolgere le strutture pelviche quali la vagina
e la vescica urinaria, mentre i carcinomi del colon possono aggredire la superficie peritoneale e,
da 1i, estendersi verso gli organi adiacenti (Anon 1993). Nonostante la presenza di vasi linfatici
nella mucosa colon-rettale, la migrazione delle cellule tumorali attraverso questa via si verifica
solo quando il tumore invade la muscularis mucosae raggiungendo la sottomucosa. La
disseminazione attraverso la via ematica avviene quando le cellule tumorali passano nei vasi
affluenti alla vena porta nel colon o nei vasi affluenti alla vena cava nel retto (Hamilton e
Aaltonen, 2000).

Al momento della diagnosi, circa un terzo dei malati presenta gia® metastasi a livello del fegato

che rappresenta il sito preferenziale di diffusione della malattia.
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I sintomi sono molto variabili e condizionati da diversi fattori quali la sede del tumore, la sua
estensione e la presenza o assenza di ostruzioni o emorragie. Cio™ fa si che le manifestazioni del
tumore siano sovente sovrapponibili a quelle di molte altre malattie addominali o intestinali
(http://www.airc.it/tumori/tumore-al-colon-retto.asp).

Al momento della diagnosi, il sito colpito dalla patologia neoplastica e fondamentale per la

predittivita® del comportamento clinico della neoplasia.

La classificazione istopatologica proposta da C. Dukes tra il 1929 e il 1935 per il carcinoma del
retto tiene conto di due caratteristiche del tumore: la profondita” della penetrazione nella parete e
la presenza o assenza di metastasi nei linfonodi regionali (Hamilton e Aaltonen, 2000).

I1 sistema di classificazione di Dukes modificato da Astler e Coller usa i seguenti criteri:

A Il tumore e’ limitato alla mucosa

Bl Il tumore invade la muscularis propria ma non infiltra la sierosa
B2 Il tumore infiltra la sierosa senza metastasi linfonodali

C1 Tumori B1 con metastasi ai linfonodi regionali

C2 Tumori B2 con metastasi ai linfonodi regionali

D Metastasi a distanza

La classificazione TNM e* un sistema internazionale di classificazione dello stadio del tumore
che considera tre parametri: le dimensioni del tumore primitivo (T), il coinvolgimento di
linfonodi regionali (N) e la presenza o meno di metastasi a distanza (M). Ciascuna categoria, a
sua volta, e divisa in sottogruppi, a seconda delle dimensioni progressivamente crescenti del

tumore, del numero di linfonodi coinvolti nelle stazioni linfatiche che drenano il territorio colpito
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e, infine, della presenza o meno di metastasi a distanza (http://www.airc.it/tumori/tumore-al-
colon-retto.asp).

In particolare:

Tis  Tumore in situ o limitato alla mucosa

T1 Il tumore invade la sottomucosa

T2 Il tumore invade la muscularis propria

T3 Il tumore si estende oltre la muscularis propria

T4 Il tumore invade la superficie peritoneale o gli organi adiacenti
NO  Linfonodi negativi
N1 Fino a tre linfonodi presi

N2  Quattro o piu linfonodi presi

MO  Assenza di metastasi

M1 Presenza di metastasi

La tabella 1 indica la classificazione degli stadi di malattia in base al sistema TNM.

Tabella1 Sistema di stadiazione del carcinoma del colon-retto mediante I’uso delle

categorie TNM

Stadio 0 Tis NO MO
Stadio I T1 NO MO
T2 NO MO

Stadio II T3 NO MO
T4 NO MO

Stadio III qualsiasi T N1 MO
qualsiasi T N2 MO

Stadio IV qualsiasi T qualsiasi N M1
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Adenoma

L’adenoma e una neoplasia epiteliale benigna, circoscritta, con la potenzialita® di
trasformazione maligna.

Gli adenomi sono piu” comuni negli uomini in tutte le regioni del colon e del retto, tuttavia le
donne hanno un rischio maggiore di sviluppare un tumore nel colon destro. Questa anomalia
puo” essere spiegata dal fatto che, rispetto agli uomini, nelle donne, gli adenomi tendono ad
avere dimensioni maggiori e ad essere piu” displastici (Clark et al, 1985; Hoff et al, 1985; Jass et
al, 1992). Quindi, nonostante I’incidenza nelle donne sia minore, il tasso di trasformazione in
carcinoma e piu’ alto.

Gli adenomi si sviluppano, principalmente, nel colon destro, mentre i carcinomi, nel colon
sinistro e nel retto (Williams et al, 1982; Johannsen et al, 1989). Gli adenomi sono solitamente
non sintomatici, tuttavia quelli di maggiori dimensioni possono dar luogo a sanguinamento.
L’importanza clinica dell’ adenoma risiede nel fatto che, questa lesione, precorre la maggior
parte dei carcinomi colon-rettali. Tuttavia, I’incidenza degli adenomi e” circa trenta volte quella
dei carcinomi, il che significa che solo una piccola parte degli adenomi assume caratteristiche

maligne (Pollock e Quirke, 1991).

Gli adenomi piccoli sono sessili e non distinguibili dai polipi iperplastici. Quelli di maggiori

dimensioni sono peduncolati con la testa che forma piccoli lobuli (Fletcher, 2007).

Gli adenomi sono formati da strutture tubulari e/o villose tenute insieme da epitelio displatico.

Quest’ultimo si distingue dall’epitelio normale per la presenza di un maggior numero di cellule

immature contenenti nuclei stratificati, allargati e ipercromatici. L’attivita® mitotica non €
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relegata al solo strato basale e le cripte si mostrano irregolari. Sulla base della loro architettura
microscopica, gli adenomi sono suddivisi in: tubulari, tubulo-villosi e villosi.
Il rischio di trasformazione maligna di un adenoma dipende dalla sua grandezza, dalla presenza

di villosita® e dal grado di displasia epiteliale (Fletcher, 2007).

Poliposi adenomatosa familiare (FAP)

Questa sindrome e caratterizzata dalla presenza di centinaia (se non, addirittura, migliaia) di
adenomi lungo I’intero grosso intestino (Bussey, 1975). La tendenza a formare questo tipo di
adenomi e ereditata su base autosomica dominante ed il gene responsabile (APC) e localizzato
sul braccio lungo del cromosoma 5 (Bodmer et al, 1987; Groden et al, 1991; Nishisho et al,
1991). Mutazioni negli esoni 3 e 4 del gene APC sono associate ad una forma attenuata della
malattia con un numero relativamente basso di adenomi piatti che si trovano, generalmente, nel
lato destro del colon. Anche il tumore si localizza nella parte destra del colon, a differenza della
forma classica (Spirio et al, 1993).

L’associazione con osteomi multipli del cranio e della mandibola e con cisti epidermiche
multiple, prende il nome di sindrome di Gardner. In quest’ultima, le mutazioni del gene APC si

riscontrano a livello della regione 3’ del gene (Gebert et al, 1999).

Una rara forma di poliposi autosomica recessiva e invece legata all’eredita” di ambedue gli alleli

del gene MYH mutati. Questo gene codifica per una proteina coinvolta nella riparazione dei

danni del DNA (Al-Tassan et al, 2002).
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Complessivamente, la FAP e responsabile di meno dell’1% di nuovi casi di carcinoma del
colon-retto, ma I’eta” media di insorgenza del tumore e di circa 40 anni (Hamilton e Aaltonen,

2000).

Carcinoma

L’eziologia del carcinoma sporadico del colon-retto e multifattoriale. L’incidenza e
leggermente maggiore negli uomini rispetto alle donne. Prendendo in considerazione le varie
regioni del grosso intestino, il carcinoma del colon destro si riscontra piu” frequentemente nelle
donne, mentre quello del colon sinistro si riscontra pill frequentemente nelle donne sotto i 50
anni e negli uomini sopra i 70 anni. Il carcinoma del retto e* piu” frequente negli uomini (Jass,
1991). Inoltre, il sottogruppo di carcinomi sporadici con instabilita” dei microsatelliti (MSI) e/o
metilazione del DNA si associa al genere femminile, alla localizzazione prossimale e all’eta’
(Jass et al, 1998).

La maggior parte dei carcinomi si sviluppa su adenomi pre-esistenti (Jass, 1989), ma essi
possono anche evolvere da un contesto di lesioni pre-cancerose date dalla FAP,
dall’infiammazione cronica dell’intestino, compresa la colite ulcerativa (Riddell et al, 1983),
dalla schistosomiasi (Ming-Chai et al, 1980), dal morbo di Crohn (Hamilton, 1985), dalla

poliposi giovanile (Jass et al, 1988) e anche a seguito di irradiazione pelvica (Qizilbash, 1974).

Nei carcinomi sporadici con MSI (che rappresentano il 15% dei carcinomi del colon-retto) si

osserva la metilazione aberrante delle citosine nelle regioni ricche in GC del promotore di

entrambi gli alleli del gene MLHI1 che fa parte della famiglia di geni responsabili della
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riparazione degli errori di misappaiamento (mismatch repair genes) (Kane et al, 1997; Herman et
al, 1998)

Inoltre, circa il 25% dei tumori sporadici caratterizzati da MSI presenta anche mutazioni frame-
shift nel gene AXIN2 il cui prodotto e responsabile della stabilizzazione della B-catenina e
dell’attivazione del complesso trascrizionale -catenina/Tcf. La proteina AXIN2 mutata risulta

essere piu” stabile di quella wild-type (Liu et al, 2000).

Circa il 90% dei carcinomi del colon-retto sono adenocarcinomi con una architettura tubulare
riconoscibile. Gli adenocarcinomi mucinosi (circa il 10% dei carcinomi del grosso intestino)
consistono di muco al 50% e, solitamente, non hanno una buona prognosi. Gli adenocarcinomi a
cellule ad anello con castone hanno la prognosi peggiore, ma rappresentano solo 1’1% dei
carcinomi primari del grosso intestino. In questi tumori, la componente predominante e costuita

da cellule isolate contenenti mucina intracitoplasmatica (Sasaki et al, 1987).

Gli adenocarcinomi possono essere suddivisi, in base al loro grado di differenziazione, in:
- ben differenziati (20%). Sono carcinomi che presentano ghiandole ben formate. I nuclei
hanno forma e grandezza uniformi e localizzazione basale.
- moderatamente differenziati (60%). Le ghiandole sono meno regolari, ma ancora
distinguibili. I nuclei sono ingranditi e perdono la localizzazione basale.

- poco differenziati (20%). Le ghiandole sono altamente irregolari e difficili da distinguere.

I carcinomi primari e metastatici del colon-retto possono essere distinti da altre neoplasie

epiteliali grazie all’espressione dell’antigene carcino embrionario (CEA), della B-catenina

nucleare e della citocheratina 20 (CK20) (Fletcher, 2007).
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Carcinosi ereditaria del colon-retto su base non poliposica (HNPCC)

L’HNPCC (o sindrome di Lynch) e una malattia autosomica dominante caratterizzata dalla
presenza di MSI molto elevata dovuta alla mutazione germinale in uno dei gruppi di geni
responsabili della riparazione degli errori di misappaiamento (mismatch repair genes) a cui fa
seguito I’inattivazione somatica dell’altro allele (Hamilton e Aaltonen, 2000). I geni coinvolti
sono: MSH2, MSH6, MLHI e PMS?2. 1 tumori si sviluppano in soggetti relativamente giovani e,
oltre allo sviluppo di tumori multipli nel colon destro, spesso si riscontrano tumori anche in altre
sedi, quali I’utero, 1’ovaio, lo stomaco, ’intestino tenue e il cervello (Jass e Stewart, 1992;

Kinzler e Vogelstein, 1996).

La maggior parte dei tumori, sia ereditari che sporadici, caratterizzati da elevata instabilita® dei
microsatelliti presenta una frequenza di mutazione dei geni APC, KRAS e TP53 ridotta (Konishi
et al, 1996; Jass et al, 1999), mentre e elevata la frequenza di mutazioni nei microsatelliti
all’interno delle regioni codificanti per il recettore di tipo II del TGF- (TGFRII) e di Bax

(Fujiwara et al, 1998).

In soggetti affetti da HNPCC, il carcinoma e solitamente diagnosticato intorno ai 45 anni di eta’

(Hamilton e Aaltonen, 2000).
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Alterazioni genetiche e progressione tumorale

Il colon e costituito da ~10’ cripte, ognuna delle quali contiene molte migliaia di cellule
differenziate e un piccolo numero (tra 1 e 10) di cellule staminali. Queste ultime risiedono alla
base della cripta e si dividono lentamente e asimmetricamente, mentre le cellule differenziate si
dividono rapidamente e viaggiano verso la parte luminale della cripta dove vanno incontro ad

apoptosi (Bach et al, 2000).

Il carcinoma del colon-retto ha inizio quando una cellula, all’inteno di una cripta, subisce
I’inattivazione del gene soppressore dei tumori APC (adenomatous polyposis coli).

L’85% dei carcinomi del colon-retto presenta il gene APC mutato, mentre la meta™ dei restanti
carcinomi presenta la mutazione del gene S-catenina (Morin et al, 1997; Sparks et al, 1998). La
proteina B-catenina e regolata dalla proteina APC, quindi la mutazione di uno dei due geni
produce lo stesso effetto fisiologico (Knizler e Vogelstein, 1996; Polakis, 2000). Nei restanti casi
di carcinoma del colon-retto, si pensa siano coinvolte mutazioni di altri geni facenti parte della
stessa via di segnalazione, oppure mutazioni insolite dei geni APC e f-catenina (Rajagopalan et
al, 2003).

La cripta, dove la cellula con la mutazione del gene APC risiede, diventa displastica a causa
dell’accumularsi di cellule che portano la mutazione e che finiscono col produrre un polipo. Lo
sviluppo di un polipo di dimensioni maggiori richiede 1’acquisizione di ulteriori mutazioni che
coinvolgono gli oncogeni KRAS e BRAF. 11 10-20% di questi polipi progredira” verso il
carcinoma con I’acquisizione di ulteriori mutazioni nei geni delle vie di segnalazione del TGF-f3

e di p53 (Fearon e Vogelstein, 1990; Luebeck e Moolgavkar, 2002) (Figura 1).
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L’intero processo che porta dalla prima mutazione del gene APC allo sviluppo di un carcinoma
metastatico generalmente richiede dai 20 ai 40 anni. Durante questo periodo di tempo, ha un
ruolo determinante I’instabilita” genetica (Cahill et al, 1999; Rajagopalan et al, 2003).

Circa il 15% dei carcinomi del colon-retto presenta un’instabilita genetica caratterizzata
dall’inefficienza della riparazione degli errori di missappaiamento (MMR, mismatch repair).
Questo tipo di instabilita™ colpisce sequenze di DNA ripetitive ed e stato, quindi, denominato
“instabilita” dei microsatelliti” (MSI). Le cellule tumorali che presentano MSI hanno un
contenuto di cromosomi diploide o quasi diploide, ma il loro tasso di mutazione a livello
nucleotidico e dalle 2 alle 3 volte superiore rispetto a quello osservato nelle cellule normali
(Boyer et al, 1995). Quindi, il vantaggio selettivo delle cellule con MSI e* quello di avere una
maggiore predisposizione all’acquisizione di mutazioni puntiformi in geni coinvolti
nell’equilibrio tra sopravvivenza e morte cellulare (Rajagopalan et al, 2003).

L’85% dei carcinomi del colon-retto presenta un numero anomalo di cromosomi (aneuploidia)
dovuto ad un tasso accelerato di perdita o acquisizione di interi cromosomi (o di larghe porzioni
di essi), denominato “instabilita” cromosomica” (CIN). Bisogna notare che I’aneuploidia, di per
se’, non indica la presenza di instabilita cromosomica. Infatti, una cellula tumorale potrebbe
essere stata esposta ad un agente che induce aneuploidia (per esempio, interferendo con la
formazione del fuso mitotico) e aver dato origine a cellule figlie aneuploidi, ma non instabili dal
punto di vista cromosomico (Rajagopalan et al, 2003). 1l vantaggio selettivo delle cellule con
CIN e quello della perdita di eterozigosita® (LOH) che coinvolge geni soppressori dei tumori,
quali APC (Thiagalingam et al, 2001). Nell’ipotesi di Knudson, due eventi mutazionali portano
all’inattivazione di un gene soppressore dei tumori, ciascuno dei quali coinvolge uno dei due
alleli del gene. Entrambi questi eventi sono limitanti, tuttavia se 1’inattivazione di un allele
avviene in una cellula che presenta CIN, I’inattivazione del secondo allele non e piu” limitante,

data I’elevata LOH di queste cellule.(Rajagopalan et al, 2003). Le cellule che presentano CIN
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hanno, solitamente, un contenuto quasi triploide di cromosomi. Si pensa che questo sia dovuto ad
un iniziale evento di tetraploizzazione a cui fa seguito la perdita di alcuni singoli cromosomi.
Questa sarebbe una strategia messa in atto dalle cellule tumorali per ridurre il costo
dell’instabilita” cromosomica (Rajagopalan et al, 2003).

Data la presenza dell’instabilita” genetica, il tumore puo™ essere considerato I’espansione clonale
di una singola cellula mutata in quanto tutte le cellule che lo compongono derivano da tale
cellula precursore, ma e chiaro che, ben presto, esso viene ad essere costituito da una

popolazione di cloni diversi in continua evoluzione (Tsao et al, 1999).
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Figura 1. Meccanismi molecolari coinvolti nella tumorigenesi del carcinoma del colon-retto.
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Il modello di Vogelstein

Nel 1990, Fearon e Vogelstein proposero un modello di cambiamenti genetici che avvenivano in
sequenza e portavano allo sviluppo del carcinoma del colon-retto. Inizialmente, I’ordine dei
cambiamenti genetici non sembrava aver importanza, mentre adesso si sa che questo ordine e

essenziale (Arends, 2000) (Figura 1).

Il gene APC si trova mutato nella maggior parte degli adenomi (Kinzler e Vogelstein, 1996) e la
sua mutazione rappresenta 1’evento chiave nella genesi del carcinoma del colon-retto.

La proteina APC e un regolatore negativo della via di segnalazione Wnt. I fattori Wnt sono
rilasciati dalle cellule stromali alla base delle cripte e sono responsabili della trasduzione di
segnali mitogenici in grado di mantenere le cellule in uno stato relativamente indifferenziato. A
mano a mano che le cellule si muovono dalla base della cripta verso la parte luminale, non
subiscono piu” la stimolazione da parte dei fattori Wnt e si differenziano in enterociti funzionanti
(Weinberg, 2007).

La proteina APC viene espressa proprio in questi enterociti differenziati e puo™ essere fosforilata
dalla glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK-3p) (Rubinfeld et al, 1996). In assenza di stimolazione,
GSK-3p fosforila anche la proteina conductina/axina che si aggiunge al complesso (Behrens et
al, 1998; Willert et al, 1999). L’axina fosforilata recluta, a sua volta, la B-catenina che viene
anch’essa fosforilata, segnale, questo, che porta alla sua ubiquitilazione e conseguente
degradazione (Aberle et al.1997). I meccanismi a cascata che si innescano quando un peptide
Wnt si lega al suo recettore Frizzled, portano all’inibizione di GSK-3f e provocano la
defosforilazione dell’axina. Come risultato, si ha il rilascio della B-catenina (Willert et al, 1999).
Nel citoplasma, la B-catenina e” coinvolta nell’organizzazione del citoscheletro attraverso il suo

legame ai microtubuli. Essa, inoltre, interagisce con la E-caderina, una proteina di membrana
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coinvolta nell’adesione cellulare, mentre la B-catenina libera e in grado di traslocare nel nucleo
dove si lega ai fattori di trascrizione della famiglia Tcf/Lef. Il complesso risultante e in grado di
attivare la trascrizione di c-Myc e della ciclina D1 (Shtutman et al, 1999; Tetsu e McCormick,
1999) (Figura 2).

La mancanza della proteina APC funzionale provoca 1’accumulo della B-catenina e quindi
I’espressione costitutiva dei geni che codificano per c-Myc e per la ciclina D1.

L’attivita® della ciclina D1 viene anch’essa modulata dalla GSK-3fB che, fosforilandola, ne
induce la degradazione (Weinberg, 2007).

c-Myc codifica per un fattore di trascrizione che regola 1’espressione di molti geni (tra i quali,
pS53) e che, cosi, influenza I’attivazione del ciclo cellulare, I’induzione di apoptosi e I’inibizione
della differenziazione. D’altra parte, 1’azione di c-Myc e potenziata da k-Ras, un altro gene

chiave del modello di Vogelstein (Arends, 2000).

k-Ras e” una molecola di trasduzione del segnale coinvolta nelle vie di segnalazione che partono
dall’attivazione di un recettore tirosina chinasi (RTK) da parte di un mitogeno extracellulare e
che conducono segnali stimolatori che inducono la proliferazione cellulare. Il complesso attivo
k-Ras—GTP viene inattivato mediante idrolisi del GTP in GDP. Tuttavia, quando la proteina k-

Ras e” mutata, il complesso risulta refrattario all’idrolisi e rimane quindi attivo (Bos, 1989).

Alle mutazioni che inattivano APC e rendono k-Ras costitutivamente attiva, fanno seguito
mutazioni di geni che fanno parte della via di segnalazione del TGF- (SMAD-2 e -4). Questa via
di segnalazione induce, normalmente, 1’inibizione del ciclo cellulare e promuove Ia

differenziazione (Siegel e Massague™, 2003).
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Figura 2. I fattori Wnt promuovono il rilascio della B-catenina dal complesso che ne induce la degradazione. La 3-
catenina, a sua volta, trasloca nel nucleo e, insieme ai fattori Tcf/Lef, promuove la trascrizione genica.

Il sinergismo che si instaura tra le vie di segnalazione Wnt e del TGF-3 deregolate conferisce un
vantaggio proliferativo alle cellule tumorali, il che risulta nella formazione di adenomi di
dimensioni maggiori (Takaku et al, 1998).

Tuttavia, dopo che le cellule si sono liberate dalla costrizione proliferativa indotta dal TGF-f3,
esse possono usare questa citochina come fattore di progressione tumorale. Infatti, il TGF-3
prodotto dalle cellule tumorali puo™ agire sui fibroblasti dello stroma, sulle cellule endoteliali dei
vasi e sulle cellule immunitarie che si trovano in prossimita’ del tumore stesso per promuovere
un microambiente adatto all’invasione tumorale (Derynck et al, 2001). Inoltre, il TGF-B puo

indurre I’espressione del fattore di crescita vascolare VEGF (Pertovaara et al, 1994) e puo™ agire
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sull’espressione, la secrezione o ’attivita® delle metalloproteinasi per reclutare cellule endoteliali

presenti nei vasi adiacenti al tumore per la formazione di nuovi vasi (Derynck et al, 2001).

Infine, la progressione verso il carcinoma si ha quando le cellule tumorali acquisiscono la
mutazione del gene soppressore dei tumori 7P53. La proteina p53 svolge una funzione
antiproliferativa in risposta a vari tipi di stress che puo™ andare dal blocco temporaneo del ciclo
cellulare all’apoptosi, a seconda dell’estensione del danno rilevato (Levine, 1997). Chiaramente
la sua mutazione mette a rischio I’integrita” genomica. Inoltre, alcuni mutanti di pS3 sono in
grado di transattivare geni quali quelli che codificano per EGFR, c-Myc, PCNA, IGF-2 e VEGF
promuovendo la proliferazione cellulare e dando luogo a resistenza ai farmaci (Bouchet et al,

2006).

La transizione epitelio-mesenchimale (EMT)

Durante lo sviluppo embrionale, il rimodellamento tissutale e la riparazione delle ferite, le cellule
epiteliali si liberano dalle restrizioni strutturali dell’architettura tissutale e adottano un fenotipo
che permette loro il movimento. Questa trasformazione morfogenetica prende il nome di
transizione epitelio-mesenchimale (EMT). Durante questo processo, le cellule epiteliali perdono
1 loro sistemi di adesione cellula-cellula e la loro polarita® e acquisiscono un fenotipo
mesenchimale con ridotte interazione intercellulari e aumentata capacita® migratoria (Bates e
Mercurio, 2005). Le cellule tumorali epiteliali usano questo processo fisiologico per invadere i

tessuti circostanti e metastatizzare in altre sedi dell’organismo (Arias, 2001).
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La proteina di membrana E-caderina svolge un ruolo essenziale nel mantenimento delle
giunzioni aderenti che conferiscono integrita® fisica e polarita® alle cellule epiteliali.
L’inattivazione della E-caderina nei tumori puo  avvenire attraverso la metilazione del
promotore, la fosforilazione della proteina e la repressione trascrizionale (Hirohashi, 1998). 1l
TGF-B e in grado di indurre ’espressione di Snail e SIP1 che agiscono da repressori sul

promotore del gene che codifica per la E-caderina (Comijn et al, 2001; Peinado et al, 2003)

Dopo aver inattivato la E-caderina e dopo aver attraversato la membrana basale, le cellule
tumorali devono acquisire la capacita™ di interagire con la matrice extracellulare (ECM). Questa
capacita’ e data dalle integrine (Hynes, 1992)

L’integrina aVPB6 viene espressa durante lo sviluppo embrionale, mentre la sua espressione
nell’adulto e circoscritta in pochi tessuti epiteliali. Tuttavia, la sua espressione puo™ essere
indotta dall’infiammazione e dalla presenza di ferite. La riparazione di queste ultime coinvolge il
processo di EMT (Breuss et al, 1995).

Quindi, 'EMT non avviene solo attraverso la repressione di molecole epiteliali e la
concomitante espressione di molecole mesenchimali. D’altra parte 1’espressione di una molecola
epiteliale quale I’integrina a V6 sostiene I’ipotesi che la carcinogenesi del colon-retto riflette la
de-differenziazione delle cellule epiteliali verso un fenotipo embrionale (Bates e Mercurio,
2005).

L’integrina aVPB6 e in grado di legare la fibronectina e la tenascina (Bates et al, 2005) e questo
spiega la capacita™ delle cellule tumorali che la esprimono di invadere la membrana basale sulla
quale poggiano le cellulle dell’epitelio intestinale (Busk et al, 1992; Prieto et al, 1993). Inoltre,
Iintegrina aVP6 sarebbe in grado di promuovere le metastasi epatiche, dal momento che gli

epatociti esprimono sulla loro superficie la fibronectina (Kemperman et al, 1995).
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Capitolo 111

Parte Sperimentale

Premessa e scopo del lavoro

Le cellule tumorali, grazie alla produzione autocrina di fattori di crescita, sono caratterizzate da
una autonomia proliferativa che le rende indipendenti dai segnali di crescita inibitori e regolatori
che possono provenire dall’ambiente circostante (Hanahan e Weinberg, 2000). Questa
proliferazione incontrollata e” inoltre sostenuta da meccanismi di escaping apoptotico che hanno
un ruolo molto importante sia per I'iniziazione che per la progressione del processo tumorale
(Jaattela, 1999).

In cellule normali, i danni provocati dalle radiazioni ultraviolette, dai radicali liberi e da vari
agenti chemioterapici sono in grado di indurre apoptosi attraverso la via intrinseca mitocondriale
(Brouckaert et al, 2005). Una proteina chiave di questa via e* Bax che, durante le prime fasi
dell’apoptosi, trasloca nei mitocondri, oligomerizza e partecipa al rilascio del citocromo c che, a
sua volta, porta all’attivazione delle caspasi (Green e Reed, 1998).

In cellule normali, non esposte a danno, Bax si lega alla regione C-terminale di Ku70 e, questa
interazione, ne previene 1’azione pro-apoptotica (Sawada et al, 2003).

Ku70 e una proteina coinvolta nella riparazione dei danni del doppio filamento (DSB) del DNA.
In particolare, Ku70 si lega a Ku86 formando un eterodimero che, a sua volta, si lega alla
subunita” catalitica DNA-PKcs del complesso DNA-PK responsabile della giunzione non
omologa delle estremita™ (NHEJ), uno dei meccanismi di riparazione dei DSB (Jin e Weaver,
1997).

L’interazione tra Ku70 e Bax puo  essere abolita in seguito al danno indotto dalla luce

ultravioletta (Sawada et al, 2003). In particolare, uno stimolo pro-apoptotico e in grado di
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indurre 1’acetilazione di due lisine (K539 e K542) all’interno della regione C-terminale di Ku70
e, questa modificazione, e in grado di provocare il rilascio di Bax (Cohen et al, 2004).

Il complesso Ku70/Ku86 e* anche in grado di legare, attraverso Ku70, in condizioni fisiologiche,
I’isoforma nucleare della Clasterina (nCLU), a seguito del trattamento con radiazioni ionizzanti
(Leskov et al, 2003). La funzione di questo legame sarebbe ancora il rilascio di Bax e
I’induzione dell’apoptosi (Shannan et al, 2006a).

~

L’altra isoforma della Clasterina, sCLU, nelle cellule normali, € invece coinvolta nella
sopravvivenza cellulare e la produzione di una o dell’altra isoforma di Clasterina potrebbe essere
influenzata da citochine, fattori di crescita e agenti inducenti lo stress presenti nel milieu
extracellulare (Pajak e Orzechowski, 2006; Shannan et al, 2006a).

Negli ultimi anni, e emersa con grande vigore I’importanza dei mediatori solubili presenti nel
microambiente tumorale nel modulare 1’azione delle proteine coinvolte nella sopravvivenza e
nella morte cellulare per promuovere la progressione tumorale. Recentemente, il ruolo svolto dai
mediatori solubili presenti nel microambiente ha destato interesse scientifico anche per
I’identificazione di nuovi target terapeutici. L’interazione dinamica fra le proteine coinvolte
nella riparazione dei danni del DNA, nell’induzione apopototica e nei processi proliferativi
potrebbe essere influenzata dalla presenza di fattori solubili che protebbero rivestire un ruolo
rilevante sia nell’insorgenza che nella progressione tumorale.

La citochina pro-infiammatoria interleuchina (IL)-6, prodotta dai macrofagi, ha un ruolo centrale
nel processo infiammatorio delle malattie infiammatorie croniche dell’intestino (Atreya e
Neurath, 2005). A causa dei ripetuti cicli di inflammazione e rigenerazione della mucosa, queste
malattie presentano un elevato rischio di trasformazione, in senso maligno, delle cellule
dell’epitelio intestinale (Podolsky, 1991).

L’IL-6 potrebbe influenzare la proliferazione delle cellule tumorali sia in maniera paracrina (IL-

6 prodotta dai macrofagi) che autocrina (IL-6 prodotta dalle stesse cellule tumorali), sebbene i
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dati esistenti in letteratura siano controversi (Brozek et al, 2005). Tuttavia, il complesso formato
dall’IL-6 e dal suo recettore solubile (sIL-6R) e in grado di legarsi al recettore gp130 presente
sulla membrana dei linfociti T CD4" e, in questo modo, attivare il fattore di trascrizione STAT3
che, a sua volta, induce I’espressione delle proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e Bcel-xy. (Atreya et al,
2000).

I1 presente progetto di ricerca, quindi, e* volto ad analizzare I’interazione delle proteine coinvolte
nella sopravvivenza del clone neoplastico e il ruolo dei componenti del microambiente tumorale
che potrebbe concorrere all’insorgenza e alla progressione tumorale.

In particolare, e stata osservata 1’espressione e I’interazione di queste proteine nel modello di
progressione neoplastica del carcinoma del colon-retto. Inoltre, e stato valutato il ruolo della
citochina pro-infiammatoria IL-6, presente negli stati di infiammazione cronica ed acuta
dell’intestino, che potrebbero predisporre all’insorgenza tumorale.

Abbiamo quindi analizzato, in una linea cellulare derivata da un carcinoma del colon
moderatamente differenziato, il ruolo di IL-6 nella modulazione dell’espressione di Bax, Ku70,
Ku86 e Clasterina e delle loro interazioni.

Infine, abbiamo valutato se la over-espressione della forma secretoria della Clasterina (sCLU)
osservata in tumori aggressivi potesse essere correlata ad un aumento del suo rilascio in circolo.
Pertanto, la presenza di sCLU e’ stata valutata nel sangue e nelle feci di pazienti affetti da
carcinoma del colon e in soggetti esenti da neoplasie intestinali giungendo alla conclusione che i

livelli di Clasterina secreta possono avere valore prognostico per il carcinoma del colon.
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Materiali e Metodi

Produzione di anticorpi oligoclonali per le diverse isoforme di Clasterina.

Sono state impiegate sequenze di epitopi antigeniche molto piccole appartenenti alla Clasterina
sintetizzate su fase solida e di lunghezza compresa tra 10 e 20 amminoacidi.

La sequenza amminoacidica della proteina Clasterina umana e stata confrontata con la stessa
sequenza murina (Mus musculus) e, mediante 1’impiego di un algoritmo sviluppato da Kolaskar
A. S. e Tongaonkar P.C. (1990) disponibile attraverso il programma Antigenic Peptide

Prediction (www.mifoundation.org), sono stati individuati i siti antigenici delle due sequenze.

Dopo aver individuato le sequenze contenenti un sito antigenico condivise tra uomo e topo (gli
anticorpi possono essere cosi impiegati nel topo e nel ratto), sono state selezionate le sequenze
potenzialmente suscettibili a glicosilazione. Sono stati individuati due probabili siti di
glicosilazione della proteina che avrebbero determinato la discriminazione tra le due diverse
isoforme ed e stata scelta la sequenza piu” corta per ottenere la massima specificita® ed
efficienza anticorpale, unitamente alla minima cross-reattivita', ovvero il legame con le diverse
forme glicosilate della stessa proteina Clasterina. Infatti, I’'immunizzazione eseguita con epitopi
non glicosilati di ridotte dimensioni ha consentito di ottenere anticorpi specifici e selettivi per il
riconoscimento della forma nucleare della Clasterina (non glicosilata).

Sono stati inoculati 150ul di ciascuna delle soluzioni di immunogeno cosi ottenute contenenti il
coniugato epitopo antigenico-proteina carrier per via sottocutanea sul dorso del coniglio in
adiuvante Freund completo. Sono stati immunizzati tre conigli per peptide con peptidi semplici o
glicosilati sintetizzati in fase solida; i conigli sono stati immunizzati secondo la tabella suggerita
da Corning Hazleton Virginia (Vienna, VA). In particolare, i due siti di glicosilazione scelti
come epitopi per la produzione degli anticorpi sono stati inoculati nel coniglio sia
individualmente, sia in miscela in un rapporto stechiometrico 1:1.

Quindi, e stata effettuata I’immunizzazione con un epitopo appartenente alla catena [ della
Clasterina che non presenta siti di glicosilazione per ottenere anticorpi in grado di riconoscere
tutte le isoforme.

L’utilizzo di siti di glicosilazione della proteina ha permesso di discriminare sia in Western Blot
sia in ELISA T’isoforma citoplasmatica marcatore dell’aggressivita tumorale e del suo relativo

potenziale metastatico.
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Dopo sette giorni dalla prima somministrazione dei peptidi immunogeni I’operazione e stata
ripetuta negli stessi animali per sostenere e aumentare la specificita® della risposta immune.
L’operazione e stata poi ripetuta ogni sette giorni per un totale di sei volte.

La risposta immune e stata monitorata a partire dal terzo ciclo di immunizzazione attraverso la

tecnica dell’ELISA, capace di misurare I’entita” della risposta anticorpale nel siero del coniglio.

Il siero del coniglio e stato ottenuto tramite il prelievo di Sml di sangue dalla vena auricolare

dell’animale. Come bianco per il test ELISA e stato utilizzato il siero pre-immune del coniglio,

prelevato antecedentemente alla prima immunizzazione.

Il sangue e stato raccolto dopo la quarta, quinta e sesta immunizzazione per il test di affinita” e

specificita’.

Dopo la quinta e la sesta immunizzazione gli anticorpi presenti nei sieri dei conigli sono stati

precipitati con una soluzione satura di ammonio solfato e quindi purificati tramite cromatografia

per affinita” sfruttando il legame tra Proteina A immobilizzata su biglie di agarosio (SIGMA) e le

IgG presenti nell’antisiero. Le IgG presenti sono state eluite con un tampone 0,05 M Na,HPOy,

0,025 M acido citrico a pH 3.

Gli anticorpi oligoclonali individuati dopo i sei cicli di immunizzazione hanno consentito di

poter studiare i profili di espressione della proteina Clasterina in estratti proteici provenienti da

biopsie di tessuti sia umani, sia murini. Lo studio dell’espressione in lisati contenenti estratti

proteici da tessuti umani e murini ha consentito di analizzare 1’espressione della proteina sia

qualitivamente che quantitivamente.

Immunoistochimica (IHC).

La rilevazione mediante la metodica di IHC di Ku70, Ku86, Clasterina (CLU), Bax, IL-6 e CD68

e stata effettuata su sezioni in serie di 4pum di spessore di campioni di tessuto del colon fissati in
formalina e inclusi in paraffina. Questi tessuti comprendevano 11 adenomi con displasia di basso
grado, 50 carcinomi e 30 campioni di mucosa sana a distanza. I tumori sono stati classificati in
base al sistema TNM dell’AJCC/UICC. I criteri per la caratterizzazione del grado istologico
sono stati i seguenti: G1, ben differenziato; G2, moderatamente differenziato; G3, scarsamente
differenziato; G4, non differenziato (Jass e Sobin, 1989).

Le sezioni di tessuto sono state deparaffinate in xilene, reidratate in soluzioni a concentrazione
decrescente di etanolo, incubate in una soluzione di metanolo, 3% perossido di idrogeno per 20

minuti per bloccare I’attivita® delle perossidasi endogene e sciacquate in acqua. Prima di
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procedere alla rilevazione di Bax e del CD68, le sezioni sono state incubate in 10mM tampone
citrato (pH 6) e sottoposte a tre cicli, di 5 minuti ciascuno, di riscaldamento al microonde per lo
smascheramento degli antigeni. Tutte le sezioni sono state poi incubate, per 1h, a temperatura
ambiente in siero di asino (sc-2044) o siero di capra (sc-2043) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
al 3% in TBS (20 mM Tris-HCI pH 7,6, 137 mM NaCl), a seconda della specie nella quale e
stato generato 1’anticorpo secondario, per bloccare i siti aspecifici. Le sezioni sono state quindi
incubate con i seguenti anticorpi primari: anti-Ku70 (K-19) e anti-Ku86 (M20) generati in capra,
prediluiti (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Anti-Clusterin-o (H330) generato in coniglio e
diluito 1:100 e anti-Clusterin-f (M-18) generato in capra e diluito 1:100 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). Anti-Bax Ab-1 (clone 2D2) generato in topo e diluito 1:80 (NeoMarkers),
anti-IL-6 (clone 1936) generato in topo e diluito 1:20 (R&D Systems, Inc.) e anti-CD68 (clone
KP-1) generato in topo e diluito 1:150 (Dako Denmark A/S). Gli anticorpi primari sono stati
diluiti in TBS, 2% albumina sierica bovina (BSA). Per gli anticorpi diretti contro Ku70, Ku86,
Bax, IL-6 e CD68 le incubazioni sono state condotte per lh a temperatura ambiente, mentre
quelle per gli anticorpi diretti contro la CLU sono state condotte per una notte, a 4°C in camera
umida. Successivamente, le sezioni sono state sciacquate in TBS, 0.05% Triton X-100 e
incubate, per 40 minuti a temperatura ambiente, con i seguenti anticorpi secondari coniugati alla
biotina: donkey anti-goat (sc-2053) prediluito, goat anti-rabbit (sc-2040) e goat anti-mouse (sc-
2039) diluiti 1:200 in TBS, 20% BSA (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Le sezioni sono state
quindi sciacquate in TBS, 0.05% Triton X-100 e incubate con la Streptavidina coniugata alla
perossidasi di rafano (HRP) (ImmunoCruz Staining System sc-2053, Santa Cruz Biotechnology,
Inc.) per 30 minuti, a temperatura ambiente. Le sezioni sono state sciacquate in TBS, 0.05%
Triton X-100 e incubate con il substrato colorimetrico diamminobenzidina (DAB)
(DakoCytomation) per un minuto circa. Dopo uno sciacquo estensivo in acqua, i nuclei sono stati
contrastati con ematossilina di Mayer e le sezioni sono state disidratate in soluzioni a
concentrazione crescente di etanolo.

Due osservatori indipendenti hanno valutato la localizzazione e I’intensita” del segnale dato dalle
proteine. Per Bax e stato considerato positivo un segnale citoplasmatico flebile (+/-) o forte
(++). Per Ku70, Ku86 e CLU e stato considerato positivo un segnale citoplasmatico o nucleare
flebile (+/-), moderato (+), forte (++) o molto forte (+++). Per IL-6 € stato considerato positivo

un segnale citoplasmatico flebile (+/-) o moderato (+).
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Estrazione delle proteine cellulari da tessuto e Western Blot.

Per I’estrazione delle proteine da tessuto di colon, pezzi istologici congelati a -80°C di mucosa
sana a distanza e di neoplasia appartenenti allo stesso paziente di 1-3 cm® sono stati privati del
grasso e del tessuto connettivo e frammantati in 3ml di PBS (NaCl 8 g/I, KCI 0,2 g/l, Na,HPO4
1,25 g/1, KH,PO4 0,2 g/l) 1x sterile, a freddo, mediante 1’uso di un pestello. Da ciascun pezzo era
stata prima prelevata una sezione di 4um di spessore, colorata con ematossilina ed eosina, per
valutare la percentuale di cellule neoplastiche che doveva essere >70%.

La sospensione cellulare ottenuta dalla frammentazione del tessuto e stata filtrata attraverso una
garza sterile e trasferita in un tubo da 15ml. Alla sospensione e stato aggiunto PBS 1x e le
cellule sono state sedimentate mediante centrifugazione a 1500rpm per 10 minuti, a 4°C. Dopo
aver eliminato il supernatante, si " proceduto alla lisi osmotica dei globuli rossi aggiungendo al
pellet 4ml di PBS 0,1x a freddo. Dopo un’incubazione di 15 secondi, alla sospensione cellulare
sono stati aggiunti 4ml di PBS 2x a freddo. Dopo un’ulteriore incubazione di 15 secondi, sono
stati aggiunti 4ml di PBS 1x. Dopo un’incubazione di circa 2 minuti per permettere alle
membrane dei globuli rossi di depositarsi sul fondo della provetta, la sospensione cellulare e
stata trasferita in un nuovo tubo da 15ml e le cellule sedimentate mediante centrifugazione a
1500rpm per 10 minuti a, 4°C. Dopo I’eliminazione del supernatante, le cellule sono state
risospese in 0,5-1ml di tampone di lisi (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 5 mM EDTA, 250 mM NaCl,
50 mM NaF, 0,1% Triton X-100, 0,1 mM Na3;VO,, 1 mM di fenil metil sulfonil fluoruro
(PMSF), 10 pg/ul leupeptina) e incubate in ghiaccio per 30 minuti. Il lisato ottenuto e stato
centrifugato a 14000rpm per 10 minuti, a 4°C per eliminare le membrane cellulari e il
sopranatante recuperato e’ stato aliquotato e conservato a -80°C. La concentrazione delle
proteine nei campioni e stata effettuata mediante il saggio colorimetrico di Bradford (Bradford,
1976), utilizzando, come riferimento, soluzioni a concentrazione nota di BSA. Il saggio si basa
sulla formazione di un complesso tra le proteine e il colorante Coomassie che sposta il picco di
massimo assorbimento del colorante a 595nm.

A 15pg di ciascun campione e stato aggiunto sample buffer (62,5mM Tris-HCI pH 6,8, 2%
sodio dodecil-solfato (SDS), 25% glicerolo, 0,01% blu di bromofenolo, 5% B-mercaptoetanolo)
in rapporto 1:3. I campioni sono stati quindi bolliti per 5 minuti e caricati su gel al 10% di
poliacrilammide contenente 0,1% di SDS per la separazione delle proteine mediante
elettroforesi. Al termine della corsa elettroforetica le proteine sono state trasferite su una
membrana di fluoruro di polivinilidene (PVDF) che era stata precedentemente incubata in

metanolo per 10 minuti e in tampone di trasferimento (10mM CAPS pH 11, 20% metanolo) per
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15 minuti. II trasferimento e stato effettuato a 70V, a 4°C per 1h. La membrana di PVDF e" stata
quindi incubata con TBS, 0,5% Tween 20 (TBS-T) contenente 3% latte scremato in polvere
(NFDM) per 1h a temperatura ambiente, per bloccare i siti aspecifici. In seguito, la membrana e
stata incubata con 1’anticorpo anti-Clusterin-o. (H330, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluito
1:1000 in TBS, 0,25% Tween 20, 1% BSA. Dopo un’incubazione di 1h a temperatura ambiente,
la membrana e stata lavata 3 volte con TBS-T per 5 minuti con agitazione orbitale estremamente
veloce ed e stata, quindi, incubata con I’anticorpo secondario anti-rabbit-HRP (Amersham
Biosciences) diluito 1:5000 in TBS-T per 45 minuti, a temperatura ambiente. In seguito, la
membrana e stata lavata 3 volte con TBS-T per 5 minuti con agitazione orbitale estremamente
veloce e gli anticorpi legati alle proteine sono stati evidenziati utilizzando il sistema Amersham
ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare). Le proteine sono state rilevate
utilizzando una lastra fotografica che viene impressionata dalla luce prodotta nella reazione di
chemioluminescenza indotta dal reagente dell’ECL. Per la normalizzazione, la membrana e stata
incubata con ’anticorpo anti-B-actina (clone AC-15, Sigma) diluito 1:5000 in TBS, 0,25%
Tween 20, 1% BSA. Dopo un’incubazione di 1h a temperatura ambiente, la membrana e stata
lavata come gia® descritto e incubata con I’anticorpo secondario anti-mouse-HRP (Amersham
Biosciences) diluito 1:4000 in TBS-T per 45 minuti, a temperatura ambiente. Dopo un ulteriore
lavaggio, gli anticorpi legati alle proteine sono stati evidenziati come descritto per la rilevazione

della CLU.

Immunofluorescenza.

La rilevazione mediante la metodica di immunofluorescenza di Ku70 e Bax e’ stata effettuata su
sezioni in serie di 4um di spessore degli stessi campioni di tessuto di colon utilizzati per la
rilevazione immunoistochimica.

Le sezioni di tessuto sono state processate come descritto nella sezione “Immunoistochimica
(IHC)” con le seguenti modifiche: e stata eseguita per prima la rilevazione per Ku70. Dopo
I’incubazione con 1’anticorpo secondario, le sezioni sono state incubate, per una notte, a 4°C in
camera umida con la streptavidina coniugata al FITC (Ylem) diluita 1:300. Dopo un lavaggio
estensivo in PBS, e’ stata eseguita la rilevazione per Bax a partire dal blocco dei siti aspecifici.
Dopo l'incubazione con I’anticorpo secondario, le sezioni sono state incubate per 1h, a

temperatura ambiente, con la streptavidina coniugata al Texas Red (Ylem) diluita 1:300. Dopo
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un lavaggio estensivo in PBS, alle sezioni e stato applicato il DAPI/Antifade (Q-BIOgene) che
serve a contrastare i nuclei e funge da montante. Tutti i lavaggi sono stati effettuati con PBS.

Le immagini sono state acquisite con un microscopio confocale Noran.

Colture cellulari.

Per gli studi in vitro € stata utilizzata la linea cellulare Caco-2 (HTB-37, American Type Culture
Collection [ATCC]) derivante da un carcinoma umano del colon moderatamente differenziato.
Quando queste cellule raggiungono la confluenza, esprimono caratteristiche di differenziazione
enterocitica (Jumarie e Malo, 1991).

Le Caco-2 sono state tenute in coltura in terreno Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
high glucose (EuroClone) complementato con 2mM di L-glutammina, 0,1mM di amminoacidi
non essenziali, 100pg/ml di penicillina, 100pg/ml di streptomicina, e 15% di siero fetale bovino

(FBS), alla temperatura di 37°C e in una atmosfera satura di umidita” contenente il 5% di CO..

Immunocitochimica (ICC)

Per la rilevazione mediante la metodica di ICC di IL-6, le cellule Caco-2 sono state seminate in
Lab-Tek II Chamber Slide, Glass Slide (Nalge Nunc Int.) ad una concentrazione di 5x10*
cellule/cm?. 1l giorno seguente, le cellule sono state lavate una volta con PBS e fissate in
formalina 10% neutra tamponata (4% formaldeide, 0,05M tampone fosfato) per 5 minuti, a
temperatura ambiente. Dopo un ulteriore lavaggio in PBS, le cellule sono state permeabilizzate
incubandole per 5 minuti con PBS, 0,5% Triton X-100 e per 5 minuti con PBS, 0,05% Tween
20. Dopo aver lavato le cellule con PBS, si e* proceduto al blocco dei siti aspecifici e alla

rilevazione di IL-6 come descritto nella sezione “Immunoistochimica (IHC)”.

Trattamento della linea cellulare Caco-2 con IL-6, estrazione delle proteine citoplasmatiche e

nucleari e Western Blot.

Per I’estrazione delle proteine citoplasmatiche e nucleari, le cellule Caco-2 sono state seminate
in fiasche per colture cellulari alla concentrazione di 5x10* cellule/cm?. 11 giorno seguente, le
cellule sono state trattate con 100ng/ml della proteina ricombinante umana IL-6 (Endogen). A 4
e 24h dal trattamento, le cellule sono state lavate una volta con PBS, staccate con tripsina,

bloccata con un volume uguale di terreno, e sedimentate mediante centrifugazione a 1100rpm
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per 5 minuti, a 4°C. Cellule seminate alla stessa concentrazione € non trattate, sono state
utilizzate come controllo. Dopo aver eliminato il supernatante, le cellule sono state lavate con

Iml di PBS e centrifugate nuovamente nelle stesse condizioni.

Estrazione delle proteine citoplasmatiche e nucleari. Dopo I’eliminazione del supernatante, le
cellule sono state risospese in 500ul di Soluzione A (10mM HEPES pH 7.9, 1,5mM MgCl,,
10mM KCI, ImM EDTA, 1mM PMSF, 1mM ditiotreitolo (DTT), 20mM NaF, 1mM NasP,0) e

incubate in ghiaccio per 30 minuti. Dopo 1’aggiunta di 50ul del detergente NP-40 ed un’ulteriore
incubazione di 10 minuti in ghiaccio, la rottura delle membrane cellulari e stata indotta
meccanicamente facendo passare la sospensione cellulare attraverso una siringa da insulina per
una decina di volte. La centrifugazione a 12000rpm per 25 secondi ha depositato sul fondo della
provetta i nuclei intatti e le membrane cellulari. L’estratto citoplasmatico presente nel
sopranatante e stato prelevato, aliquotato e conservato a -80°C. I nuclei sono stati risospesi in
30-50ul di Soluzione B (20mM HEPES pH 7,9, 1,5mM MgCl,, 420mM NaCl, ImM EDTA,
25% glicerolo, ImM PMSF, ImM DTT, 20mM NaF, ImM NasP,07) e incubati in ghiaccio per
30 minuti. La centrifugazione a 12000rpm per 5 minuti ha depositato sul fondo della provetta le
membrane cellulari e nucleari. L’estratto nucleare presente nel sopranatante e stato prelevato,
aliquotato e conservato a -80°C. La concentrazione delle proteine nei campioni e stata effettuata
mediante il saggio di Bradford, utilizzando come riferimento soluzioni a concentrazione nota di

BSA.

Estrazione acida delle proteine citoplasmatiche e nucleari. Dopo 1’eliminazione del

supernatante, le cellule sono state risospese in 1ml di extraction buffer (10mM HEPES pH 7.9,
1,5mM MgCl,, 10mM KCI, ImM PMSF, 0,5mM DTT, SmM butirrato di sodio) e incubate in
ghiaccio per 30 minuti. La rottura delle membrane cellulari e’ stata indotta meccanicamente
facendo passare la sospensione cellulare attraverso una siringa da insulina per una decina di
volte. La centrifugazione a 10000rpm per 30 secondi ha depositato sul fondo della provetta i
nuclei intatti e le membrane cellulari. L’ estratto citoplasmatico presente nel sopranatante e stato
prelevato e incubato in ghiaccio per 10 minuti con 0,2M H,SO,. Le proteine sono state, quindi,
precipitate con 20% acido tricloroacetico (TCA) per 1h, in ghiaccio. La centrifugazione a
14000rpm per 10 minuti ha depositato sul fondo della provetta le proteine solubili in soluzione
acida che sono state lavate prima con acetone, 0,1% HClI e, in seguito, con acetone. Il precipitato

e’ stato quindi asciugato, risospeso in sample buffer e conservato a -80°C. I nuclei sono stati
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risospesi in 100ul di extraction buffer con 0,2M H,SO, e incubati in ghiaccio per 15 minuti. La
centrifugazione a 10000rpm per 10 minuti ha depositato sul fondo della provetta le membrane
cellulari e nucleari. L’estratto nucleare presente nel sopranatante e stato prelevato e le proteine
sono state precipitate con 20% acido tricloroacetico (TCA) per 1h, in ghiaccio. Il precipitato cosi

ottenuto e stato processato come descritto per quello citoplasmatico.

In entrambi i casi, i campioni sono stati caricati su gel al 12% di poliacrilammide contenente
0,1% di SDS per la separazione delle proteine mediante elettroforesi. Per gli estratti
citoplasmatici e nucleari sono stati caricati 20pug di ciascun campione, ai quali era stato aggiunto
sample buffer. Per gli estratti acidi citoplasmatici e nucleari, e stato caricato ’intero estratto. Il
trasferimento delle proteine su membrana di PVDF e il processamento della membrana sono stati
eseguiti come descritto nella sezione “Estrazione delle proteine cellulari da tessuto e Western
Blor”. Gli anticorpi primari utilizzati sono stati: anti-Ku70 (C-19) e anti-Ku86 (B-1) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) diluiti, entrambi, 1:500 in TBS, 0,25% Tween 20, 1% BSA e incubati 1h, a
temperatura ambiente. Anti-Bax Ab-1 (clone 2D2, NeoMarkers) diluito 1:200 in TBS-T, 3%
NFDM e incubato 2h, a temperatura ambiente. Anti-Clusterin-o. e anti-B-actina gia™ descritti
nella suddetta sezione. Gli anticorpi secondari utilizzati sono stati: anti-goat-HRP (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) diluito 1:10000 in TBS-T, 1% BSA, 1% NFDM e incubato per 45 minuti, a

temperatura ambiente. Anti-rabbit-HRP e anti-mouse-HRP gia® descritti nella suddetta sezione.

Co-immunoprecipitazione e Western Blot.

Le proteine citoplasmatiche di cellule Caco-2 non trattate e trattate per 4 e 24h con 100ng/ml
della proteina ricombinante IL-6, ottenute come descritto nella sezione precedente, sono state
utilizzate per la co-immunoprecipitazione delle proteine con 1’anticorpo monoclonale anti-Bax
Ab-1 (clone 2D2, NeoMarkers) e con I’anticorpo monoclonale anti-Ku70 (A-9, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). In entrambi i casi, 100pg di ciascun campione sono stati portati a un
volume di 50ul con la Soluzione A. A ciascun campione sono stati, quindi, aggiunti 200ul di
binding buffer (PBS, 0,05% NP-40) e 20ul di Protein G PLUS-Agarose (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), per eliminare il legame aspecifico delle proteine alla resina (pre-clearing) e
i campioni sono stati incubati per 30 minuti, a 4°C in agitazione. I campioni sono stati
centrifugati a 2500rpm per 5 minuti, a 4°C e al sopranatante recuperato sono stati aggiunti Sug di

anti-Bax oppure 2ug di anti-Ku70. Dopo un’incubazione per una notte a 4°C in agitazione, ai
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campioni sono stati aggiunti 50pg di Protein G PLUS-Agarose e, dopo un’ulteriore incubazione
di 2h a 4°C in agitazione, i campioni sono stati centrifugati a 2500rpm per 5 minuti, a 4°C. 1l
sopranatante recuperato contiene la frazione di proteine non legata a quella per la quale si stava
immunoprecipitando ed e’ stata conservata a -20°C per ulteriore analisi. Gli immunocomplessi
depositati sul fondo della provetta sono stati lavati, in successione, con una soluzione di PBS,
0,5M NaCl, con binding buffer e con PBS per eliminare i legami non specifici e risospesi in
sample buffer.

I campioni sono stati caricati su gel al 12% di poliacrilammide contenente 0,1% di SDS per la
separazione delle proteine mediante elettroforesi. Il trasferimento delle proteine su membrana di
PVDF, il processamento della membrana e la rilevazione di Ku70 e Bax sono stati eseguiti come
descritto nelle sezioni “Estrazione delle proteine cellulari da tessuto e Western Blot” e
“Trattamento della linea cellulare Caco-2 con IL-6, estrazione delle proteine citoplasmatiche e
nucleari e Western Blot”. Sono stati inoltre utilizzati 1 seguenti anticorpi primari: anti-acetyl-
Lysine (Upstate) diluito 1:1500 in TBS-T, 3% NFDM e anti-phosphoserine (clone PSR-45,
Sigma) diluito 1:400 in TBS, 0,25% Tween 20, 1% BSA. Entrambi gli anticorpi sono stati

incubati 1h, a temperatura ambiente.

Estrazione dell’RNA da cellule in coltura e RT-PCR

Per I’estrazione dell’RNA, le cellule Caco-2 sono state seminate in piatra da 6 pozzetti per
colture cellulari alla concentrazione di 5x10* cellule/cm?. 11 giorno seguente, le cellule sono state
trattate con 100ng/ml della proteina ricombinante IL-6. A 4 e 24h dal trattamento, le cellule sono
state state lavate una volta con PBS, staccate con tripsina, bloccata con un volume uguale di
terreno, e sedimentate mediante centrifugazione a 1100rpm per 5 minuti, a 4°C. Cellule seminate
alla stessa concentrazione e non trattate, sono state utilizzate come controllo. Dopo aver
eliminato il supernatante, le cellule sono state risospese in 1 ml di TRI Reagent (Ambion, Inc.) e
incubate per 5 minuti, a temperatura ambiente. In seguito all’aggiunta di 200ul di cloroformio, i
campioni sono stati incubati 15 minuti a temperatura ambiente e quindi centrifugati a 12000rpm
per 15 minuti, a 4°C. La fase acquosa recuperata contiene I’RNA che e stato precipitato con
500ul di isopropanolo per 10 minuti a temperatura ambiente. Dopo una centrifugazione a
12000rpm per 8 min, a 4°C, il precipitato e stato lavato con etanolo al 75%, asciugato, risospeso
in acqua senza RNasi e conservato a -80°C. La concentrazione dell’RNA e stata determinata

misurando 1’assorbanza dei campioni a 260nm con uno spettrofotometro
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L’RNA e stato retrotrascritto mediante 1'uso del GeneAmp RNA PCR kit dell’ Applied
Biosystems. In particolare, per ogni campione, € stato retrotrascritto lpg di RNA totale
utilizzando come primer, 2uM esameri random. La reazione di retrotrascrizione e stata condotta
in un termociclatore come segue: 40 minuti a 42°C, 5 minuti a 99°C, 5 minuti a 4°C.

Per I’amplificazione, mediante PCR, del cDNA di Ku86, di quello della CLU e di quello della
>-microglobulina (normalizzatore) sono stati utilizzati Sul del prodotto di retrotrascrizione. Le
reazioni sono state condotte in presenza dell’enzima Taq DNA Polimerasi (Qiagen) e di 0,25mM
dNTP (TaKaRa). L’RT-PCR per Ku86 e stata condotta in presenza di 0,9mM MgCI2 e 0,4uM
di ciascun primer (primer al 5°: 5’-AAGAAGGCCAGCTTTGAGGA-3’; primer al 3’: 5°-
GCTTCCTCAGCTGTGACAGA-3’. Prodotto di reazione di 270 paia di basi [bp]). La reazione
per la CLU e stata condotta in presenza di ImM MgCI2 e 0,4uM di ciascun primer (primer al
51 5°-GTGCAATGAGACCATGATGG-3’; primer al 3’: 5’-CAGGTAGTGGTAGGTATCCT-
3’. Prodotto di reazione di 300bp). La reazione per la B,-microglobulina e’ stata condotta in
presenza di 1mM MgCl2 e 04uM di ciascun primer (primer al 5: 5’-
CTTGTCTTTCAGCAAGGACTGG-3; primer al 3% 5’-
CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC-3’. Prodotto di reazione di 158bp).

Le reazioni di amplificazione sono state condotte in un termociclatore come segue:

per Ku86: 94°C per 1 minuto, 60°C per 30 secondi, 72°C per 1 minuto, per 25 cicli.

Per la CLU: 94°C per 30 secondi, 55°C per 30 secondi, 72°C per 30 secondi, per 30 cicli.

Per la B,-microglobulina: 94°C per 30 secondi, 60°C per 30 secondi, 72°C per 30 secondi, per 35
cicli.

Tutte le reazioni sono state seguite da un passaggio di 7 minuti a 72°C, per permettere
I’estensione dei prodotti di amplificazione.

I prodotti delle reazioni di RT-PCR sono stati visualizzati su un gel di agarosio al 2% contenente

I’intercalante bromuro di etidio alla concentrazione di 0,5ug/ml.

Campioni di siero e di estratto fecale e Dot Blot.

I campioni di sangue per la determinazione della concentrazione sierica della CLU sono stati
prelevati da pazienti affetti da carcinoma del colon prima dell’intervento chirurgico e da donatori
non affetti da neoplasie intestinali. Dopo la formazione del coagulo, i campioni di sangue sono
stati centrifugati a 2500rpm per 15 minuti, quindi il siero e stato prelevato, aliquotato e

conservato a -80°C fino al momento dell’analisi.
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I campioni fecali sono stati ottenuti da pazienti affetti da carcinoma del colon prima
dell’intervento chirurgico e da donatori non affetti da neoplasie intestinali per determinare
I’eventuale presenza della CLU nel lume intestinale e la sua concentrazione. Le feci sono state
omogeneizzate e circa 100mg di ciascun campione sono stati risospesi nel stool extraction buffer
della ScheBo® Biotech AG (Giessen, Germany) ad una concentrazione di 10mg/ml. Dopo
un’incubazione di 20 minuti a temperatura ambiente, 1’estratto proteico estato diluito 1:20 in

PBS, aliquotato e conservato a -80°C fino al momento dell’analisi.

Per I’analisi mediante Dot Blot, a 10 pl di siero o di estratto fecale e stato aggiunto sample
buffer in rapporto 1:3. I campioni sono stati quindi bolliti per 5 minuti e 3 pl di ciascun campione
sono stati caricati su una membrana di PVDF che era stata precedentemente incubata in
metanolo per 10 minuti e in TBS per 20 minuti. I filtri sono stati incubati in TBS-T, 3% NFDM
per 1h, a temperatura ambiente e la CLU e stata rilevata mediante 1’anticorpo oligoclonale anti-
Clu-C2 prodotto dal nostro gruppo in coniglio come descritto nella sezione ‘“Produzione di
anticorpi oligoclonali per le diverse isoforme di Clasterina” e incluso nel brevetto numero:
RM?2004A000098. L’anticorpo e stato diluito 1:1000 in TBS, 0,25% Tween 20, 1% BSA. La
rilevazione del segnale dato dall’anticorpo e’ stata eseguita come descritto nella sezione
“Estrazione delle proteine cellulari da tessuto e Western Blot”. L’intensita” del segnale dato da
ciascun campione e stato quantificato mediante il programma Scion Image. I dati dei campioni
dei pazienti e dei donatori sono stati analizzati mediante il t-test di Student a due code. Le

differenze sono state considerate significative per p<0,05.
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Risultati

Espressione e localizzazione di Bax, Ku70, Ku86, CLU, e IL-6 nella tumorigenesi del colon.
L’espressione di Bax, Ku70, Ku86, CLU e IL-6 e stata valutata, mediante IHC, in 11 adenomi

con displasia di basso grado, 50 carcinomi e 30 campioni di mucosa sana a distanza (Tabella 1).

La presenza di Bax, espressa a bassi livelli basali, e” stata riscontrata nel citoplasma dei campioni
di mucosa sana e negli adenomi analizzati (50 e 64%, rispettivamente, dei casi in esame).
Contrariamente, nel 75-80% dei carcinomi analizzati, la colorazione appariva molto piu~ forte
nei carcinomi rispetto agli altri campioni, dimostrando un’aumentata espressione della proteina

nel citoplasma (Figura 1).

La proteina Ku70 e risultata espressa ad alti livelli nel nucleo della mucosa sana e degli
adenomi. Al contrario, la proteina appariva espressa, in maniera preponderante, nel citoplasma
dei carcinomi (dal 70 al 100% dei casi analizzati). Quindi, nel passaggio da mucosa sana, ad
adenoma, a carcinoma di stadio via via piu~ avanzato, e  possibile osservare un cambiamento
nella localizzazione sub-cellulare di Ku70 che, da principalmente nucleare, diventa quasi

esclusivamente citoplasmatica (Figura 1).

La localizzazione di Ku86 e’ risultata nucleare nella mucosa sana e negli adenomi. Nei
carcinomi moderatamente differenziati e stata osservata una forte riduzione della proteina che,
essendo un fattore limitante dell’attivita® di riparo dell’eterodimero Ku, determina una ridotta
riparazione del DNA nella progressione neoplastica con il conseguente accumulo di mutazioni.

L’espressione di Ku86 nei carcinomi scarsamente differenziati e metastatici appariva
completamente assente, indicando una soppressione dell’espressione della proteina con la

progressione tumorale (Figura 1).
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La presenza di CLU e’ stata riscontrata, principalmente, nel nucleo della mucosa sana e degli
adenomi (85 e 70%, rispettivamente, dei casi analizzati). Al contrario, I’espressione della
proteina nei carcinomi e stata riscontrata fortemente aumentata, con localizzazione

esclusivamente citoplasmatica, nei carcinomi metastatici.

Inoltre, nei carcinomi, la CLU appariva, spesso, riversata nello spazio extracellulare (Figura 1).

Bax Ku70 Clasterina

A

W% Ve o1

Figural. Espressione e localizzazione di Bax, Ku70, Ku86 e CLU nella tumorigenesi del colon.
A: mucosa sana a distanza, B: Adenocarcinoma moderatamente differenziato, C: Adenocarcinoma
scarsamente differenziato.
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Tabella 1 Espressione e localizzazione di Bax, Ku70, Ku86 e
CLU valutata mediante IHC in tessuti umani di colon

Proteina MS AD CCI-II CCIII-1V
% (n=30) % (n=11) % (n=28) % (n=22)
Bax
Citoplasma 50 (+/-) 64 (+/-) 75 (++) 80 (++)
Ku70
Citoplasma 0 10 (+) 70 (+++) 100 (+++)
Nucleo 100 (+++) 100 (+++) 40 (+) 0
Ku86
Citoplasma 0 0 0 0
Nucleo 100 (++) 80 (++) 7 (+/-) 0
CLU
Citoplasma 10 (+) 60 (+) 82 (++) 100 (+++)
Nucleo 85 (++) 70 (+) 0 0

MS: mucosa sana a distanza. AD: adenoma con displasia di basso grado. CC: carcinoma del
colon: di stadio I o II (CC I-II) e di stadio III o IV (CC III-IV) (vedere anche la Tabella 1 del
Capitolo II).

La tabella riporta la percentuale dei casi positivi e, tra parentesi, I’intensita” del segnale valutato
secondo i criteri riportati nel sottocapitolo “Materiali e Metodi”.

La valutazione dell’espressione di IL-6 ha evidenziato una flebile presenza di questa citochina
nella mucosa sana e, in particolare, nella parte apicale dei villi, mentre nei carcinomi analizzati si
e riscontrato un notevole aumento di IL-6, piu’ marcato per i carcinomi scarsamente
differenziati rispetto a quelli moderatamente differenziati (Figura 2, A-D).

Una forte espressione di IL-6 e stata inoltre riscontrata nei macrofagi associati al tumore, come
e stato dimostrato mediante IHC per il CD68, antigene specifico per 1 macrofagi (Figura 2, E-F).

Questo dato indica che I'IL-6 potrebbe svolgere un ruolo nella progressione tumorale del

carcinoma del colon sia in modo autocrino che paracrino.
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Figura 2. Espressione e localizzazione di IL-6 nella mucosa sana a distanza (A e C) e nel tessuto
neoplastico corrispondente (B e D) di un carinoma moderatamente differenziato (B) e di un carcinoma
scarsamente differenziato (D). L’IL-6 viene espressa anche dai macrofagi adiacenti il tessuto neoplastico
(E) come dimostrato mediante la rilevazione dell’espressione del CD68, antigene specifico per i
macrofagi (F).

Espressione delle isoforme di CLU nella tumorigenesi del colon.

Per definire 1’espressione delle isoforme di CLU nella tumorigenesi del colon, e stato eseguito
un Western Blot di estratti proteici da tessuto congelato.

Comparando la mucosa sana ed il tessuto neoplastico dello stesso paziente, e stata osservata la
perdita dell’isoforma pro-apoptotica della Clasterina (nCLU) nel tessuto neoplastico e 1’over-
espressione dell’isoforma secretoria (SCLU), nel passaggio da mucosa sana a tessuto neoplastico

corrispondente (Figura 3).
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Figura 3. Il Western Blot di estratti proteici da mucosa sana a distanza (MS) e corrispondente carcinoma
del colon (CC) di quattro pazienti (P1-P4) ha messo in evidenza I’espressione di nCLU solo nella mucosa
sana e una aumentata espressione di SCLU nel passaggio da mucosa sana a tessuto neoplastico dello
stesso paziente. La B-actina e’ stata utilizzata come normalizzatore.

Ku70 e Bax co-localizzano nella tumorigenesi del colon.

Per valutare 1’eventuale co-localizzazione, descritta in altri sistemi (Sawada et al, 2003; Cohen et
al, 2004; Subramanian et al, 2005; Mazumder et al, 2007), di Ku70 e Bax nella tumorigenesi del
colon, e stata eseguita una doppia marcatura con fluorocromi di queste proteine. La
dimostrazione della co-localizzazione delle proteine si ha con la rilevazione, al microscopio

confocale, di un colore a meta’ tra i due di partenza.

Nella mucosa sana a distanza e stata rilevata una forte presenza di Ku70 nei nuclei ed una

flebile presenza di Bax nel citoplasma (Figura 4, A). Nei carcinomi, il segnale citoplasmatico di

entrambe le proteine appariva aumentato e si sovrapponeva, indicando la co-localizzazione delle
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proteine. Inoltre, la co-localizzazione di Ku70 e Bax era molto piu” marcata nei carcinomi
metastatici (N1) (Figura 4, B-D). Quindi, ’aumento del legame tra Ku70 e Bax nella
progressione del carcinoma del colon dimostra, per la prima volta, come un meccanismo
fisiologico di controllo della morte cellulare programmata possa essere utilizzato, nella
progressione neoplastica, come meccanismo di escaping apoptotico. Questa interazione potrebbe
riflettere o un cambiamento permanente nell’attivita® di queste proteine, oppure essere il frutto di
un condizionamento determinato da mediatori solubili presenti nel microambiente che
potrebbero influenzare questo stato. Quindi, per valutare 1’eventuale effetto dell’IL-6 sulle
proteine coinvolte nella morte e nella sopravvivenza cellulare nella carcinogenesi del colon,
abbiamo trattato, in vitro, una linea stabilizzata del carcinoma del colon (Caco-2) con questa

citochina.

pT3NO

pT3N1

Figura 4. Espressione e localizzazione di Ku70 e Bax nella tumorigenesi del colon mediante 1’uso di
fluorocromi. Ku70 e stata rilevata mediante 1’uso del FITC (colore verde), mentre Bax e stata rilevata
mediante il Texas Red (colore rosso). La co-localizzazione si ha con la rilevazione, al microscopio
confocale, di un colore arancione. A: mucosa sana a distanza. B: carcinoma del colon non infiltrante (NO).
C e D: carcinomi del colon infiltranti (N1).
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Esperimenti in vitro.

La linea di carcinoma del colon Caco-2 deriva da un carcinoma del colon umano moderatamente
differenziato ed e difettiva per p53. In particolare, un allele del gene 7P53 risulta deleto, mentre
il secondo allele contiene un codone di STOP prematuro (Djelloul et al, 1997).

Questa linea cellulare e stata scelta in quanto il 60% dei carcinomi del colon e® moderatamente
differenziato e presenta mutazioni del gene 7P53.

Come ci si aspettava da un carcinoma moderatamente differenziato, a seguito delle osservazioni
precedentemente riportate, I’analisi mediante ICC ha dimostrato la produzione endogena di IL-6

da parte delle Caco-2 (Figura 5).

Figura 5. L’ICC ha rilevato la produzione endogena di IL-6 da parte delle cellule Caco-2.

Effetto dell’IL-6 sull’espressione di Ku70 e Bax.
Cellule Caco-2 sono state trattate con IL-6 alla concentrazione di 100ng/ml per 4 e 24 ore. Da
queste cellule, e da cellule non trattate usate come controllo, sono state estratte le proteine con

due metodiche. La prima, permette 1’estrazione delle proteine separando quelle citoplasmatiche
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da quelle nucleari. La seconda metodica e una modificazione della prima e permette la
separazione solo di quelle proteine citoplasmatiche e nucleari solubili in tampone acido.
Quest’ultima metodica permette, in particolare, 1’arricchimento in proteine che contengono
amminoacidi acetilati.

In entrambi i casi, gli estratti citoplasmatici sono stati analizzati mediante Western Blot.

L’analisi degli estratti eseguiti con la prima metodica, ha rilevato che il trattamento delle Caco-2
con IL-6 per 4 e 24 ore non induce alcun cambiamento ne” nell’espressione di Ku70, ne’ in

quella di Bax (Figura 6, A).

NT 4h  24h NT 4h 24h

== | Co-IP: Ku70
70kDa | W B B | S et lisina

R — Bax

e s B-actina

Figura 6. Effetto del trattamento con IL-6 di cellule Caco-2 sull’espressione di Ku70 e Bax.

A: I’IL-6 non induce cambiamenti ne” nell’espressione di Ku70, ne” in quella di Bax, come riscontrato in
estratti citoplasmatici. La B-actina e stata utilizzata come normalizzatore. B: Gli estratti acidi
citoplasmatici hanno messo in evidenza un aumento di espressione di Ku70 a 24h, corrispondente ad un
aumento nella sua acetilazione, come dimostrato dalla co-immunoprecipitazione per Ku70 seguita dalla
rilevazione delle proteine acetilate in lisina. L aumento dell’espressione di Bax indotto da IL-6 € invece
dovuto all’ aumentata solubilita® della proteina in tampone acido a seguito del trattamento.

(NT: cellule non trattate).

L’analisi degli estratti in tampone acido ha dimostrato che I'IL-6 induce un aumento della

presenza di Ku70 a 24 ore dal trattamento. Per verificare se questo aumento fosse dovuto
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all’aumento dell’acetilazione della proteina, e stata eseguita una co-immunoprecipitazione per
Ku70 di estratti citoplasmatici non acidi. L’uso di un anticorpo che riconosce le lisine acetilate
ha mostrato, a 70 kDa, lo stesso andamento osservato per Ku70 negli estratti acidi (Figura 6, B).
Quindi, I’aumento della presenza di Ku70 negli estratti acidi e dovuto ad un incremento della
quota delle lisine acetilate presenti nella proteina.

L’aumento di Bax negli estratti acidi rilevato sia a 4 che a 24 ore (Figura 6, B) non e invece
dovuto all’acetilazione della proteina, bensi alla sua aumentata solubilita® in tampone acido, in
seguito al trattamento con IL-6. Quindi, I’aumento di questa proteina negli estratti acidi potrebbe
essere dovuto o ad un abbassamento del pH nella cellula indotto dall’IL-6 che porta Bax a
esporre domini che aumentano la sua disponibilita® in ambiente acido, oppure ad un aumento del

legame fra Ku70 e Bax, indotto da questa citochina.

L’ IL-6 modula I’interazione tra Ku70 e Bax.

Gli esperimenti esposti nella sezione precedente hanno dimostrato che I'IL-6 e in grado di
indurre un aumento dell’acetilazione di Ku70 senza modificarne il livello di espressione. D’altra
parte, 'IL-6 non induce cambiamenti nell’espressione di Bax, mentre ne aumenta la solubilita™.
Per valutare se I’'IL-6 potesse svolgere un ruolo nella modulazione dell’interazione tra Ku70 e
Bax, estratti citoplasmatici di cellule Caco-2 trattate per 4 e 24 ore con IL-6, o non trattate, sono
stati co-immunoprecipitati con un anticorpo monoclonale diretto contro Bax. I complessi

risultanti sono stati analizzati mediante Western Blot.
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A 24 ore dal trattamento con IL-6, e stato rilevato un aumento del complesso Ku70-Bax di circa
cinque volte rispetto al complesso osservabile nelle cellule non trattate. Inoltre, la frazione di
Ku70 legata a Bax e risultata acetilata in lisina, come ha dimostrato la rilevazione mediante
I’anticorpo che riconosce le lisine acetilate. L anticorpo che riconosce le serine fosforilate ha
anche messo in evidenza che, la frazione di Ku70 legata a Bax, e fosforilata in serina. La
fosforilazione in serina di Ku70 e stata anche dimostrata eseguendo una co-
immunoprecipitazione, per Ku70, di estratti citoplasmatici (Figura 7).

Quindi I'IL-6 sarebbe in grado di favorire, attraverso modificazioni nell’acetilazione e nella
fosforilazione di Ku70, il legame tra Ku70 e Bax modulando, cosi, i meccanismi di inattivazione

dell’apoptosi nella carcinogenesi del colon.

Co-IP: Bax
NT 4h 24h

. Ku70
70 kDa —— « acetil-lisina
70 kDa fosfo-serina

% Co-IP: Ku70
70kDa | e oo 4 WB: fosfo-serina

Figura 7. Effetto del trattamento con IL-6 di cellule Caco-2 sull’interazione tra Ku70 e Bax.

A 24h dal trattamento si osserva una frazione di Ku70 legata a Bax circa cinque volte maggiore rispetto a
quella legata in cellule non trattate (NT). Questa frazione di Ku70 risulta acetilata in lisina e fosforilata in
serina. Quest’ultima modificazione e stata anche dimostrata co-immunoprecipitando gli estratti
citoplasmatici per Ku70 e rilevandoli con I’anticorpo anti-fosfo-serina.
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L’ IL-6 modula I’espressione di Ku86 e sCLU.

Per analizzare 1’effetto dell’IL-6 sull’espressione di Ku86 e di CLU, cellule Caco-2 sono state
trattate con 100ng/ml per 4 e 24 ore. Cellule non trattate sono state usate come controllo.
L’estrazione dell’RNA e stata seguita dalla retrotrascrizione degli mRNA e dall’amplificazione,
mediante PCR, del trascritto codificante per Ku86 o per CLU.

Le proteine sono state estratte con la metodica che permette la separazione delle proteine

citoplasmatiche da quelle nucleari.

L’analisi dell’espressione di Ku86 sia a livello di mRNA (Figura 8, A) che di proteina ha
mostrato un decremento di Ku86, in entrambi 1 casi, a 24h dal trattamento delle cellule Caco-2
con IL-6, rispetto a cellule non trattate. Il decremento nell’espressione della proteina e stato
osservato sia mediante Western Blot (Figura 8, B) che mediante ICC (Figura 8, C). Questo dato
dimostra che IL-6 potrebbe avere un ruolo diretto nella soppressione dell’espressione di Ku86,

osservata nei tessuti di carcinoma del colon.

A 24h dal trattamento con IL-6 di cellule Caco-2 e stato rilevato un notevole aumento
dell’mRNA della CLU, rispetto a cellule non trattate (Figura 9, A). Il Western Blot ha messo in
evidenza un marcato aumento sia del precursore della CLU (pre-CLU), che della sCLU a 24h dal
trattamento, rispetto a cellule non trattate. Quindi I’'IL-6, oltre a essere in grado di indurre
I’espressione delle proteine pro-apoptotiche Bcl-2 e Bcel-xy, (Atreya et al, 2000), sarebbe in grado

di indurre anche altre proteine coinvolte nella sopravvivenza cellulare come, appunto, SCLU.
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Figura 8. Effetto del trattamento con IL-6 di cellule Caco-2 sull’espressione di Ku86.

A: I’IL-6 induce un decremento nell’mRNA che codifica per Ku86 a 24h dal trattamento, rispetto a
cellule non trattate (NT). L’'mRNA che codifica per la B,-microglobulina (B,m) e stato utilizzato come
normalizzatore. I valori forniti nell’istogramma rappresentano la media di tre esperimenti indipendenti +
la deviazione standard. B: L’IL-6 induce un decremento anche nell’espressione della proteina Ku86 a 24h
dal trattamento. La B-actina e stata utilizzata come normalizzatore. C: 1l decremento nell’espressione
della proteina Ku86 " evidente anche mediante ICC eseguita su cellule NT e trattate per 24h con IL-6.
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Figura 9. Effetto del trattamento con IL-6 di cellule Caco-2 sull’espressione di CLU.

A: I’IL-6 induce un notevole aumento dell’mRNA che codifica per la CLU a 24h dal trattamento,
rispetto a cellule non trattate (NT). L’mRNA che codifica per la B,-microglobulina (f,m) e stato
utilizzato come normalizzatore. B: L’IL-6 induce un notevole aumento sia del percursore della CLU (pre-
CLU) che della sCLU a 24h dal trattamento e un aumento di entita™ minore della nCLU.

I valori forniti negli istogrammi rappresentano la media di tre esperimenti indipendenti + la deviazione
standard.
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Valutazione della presenza di sSCLU nel sangue e nelle feci di pazienti affetti da carcinoma
del colon e in soggetti privi di neoplasie intestinali.

L’osservazione dell’aumentata espressione di sCLU nel carcinoma del colon ci ha indotti a
valutarne la concentrazione nel siero di pazienti affetti da questa neoplasia confrontandola con
quella di soggetti privi di neoplasie intestinali (denominati “‘donatori”), raggruppati per eta’.

La metodica utilizzata e” stata quella del Dot Blot che permette di immobilizzare le proteine su
una membrana sintetica e di rilevarle mediante 1’uso di un anticorpo primario, il cui segnale
viene amplificato, come avviene per il Western Blot, mediante 1’uso di un anticorpo secondario
coniugato alla perossidasi di rafano (HRP) che, a sua volta, catalizza I’ossidazione di un
substrato in grado di emettere luce.

Questa metodica e stata scelta in quanto la CLU, date le sue funzioni biologiche, presenta
regioni idrofobiche in grado di interagire con altre proteine (e, quindi, anche con altre molecole
di CLU) che possono inficiare la sua rilevazione in mezzo liquido, come avviene, per esempio,
per il saggio di immunoassorbimento enzimatico (ELISA).

La CLU e stata rilevata mediante 1’'uso di un anticorpo primario oligoclonale (anti-Clu-C2)
prodotto dal nostro gruppo ed in grado di riconoscere, in maniera specifica, la forma secreta della
proteina.

La nostra analisi ha coinvolto 35 pazienti affetti da carcinoma del colon e 25 donatori.
Comparando i due gruppi sperimentali, 1 livelli di CLU sono risultati significativamente piu” alti

nei pazienti rispetto ai donatori (Figura 10).

La CLU viene incorporata stechiometricamente nella regione terminale solubile del complesso

del complemento (Jenne et al, 1991) e partecipa al trasporto dei lipidi legandosi alle lipoproteine
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ad alta densita® (HDL) (de Silva et al, 1990). Inoltre, un aumento dei livelli sierici di CLU era
stato gia® descritto in pazienti affetti da diabete di tipo II o da malattie cardiovascolari
(Trougakos et al, 2002) di conseguenza, il suo innalzamento nel siero, non e specifico di una
singola patologia. D’altra parte, la nostra analisi mediante IHC dell’espressione della CLU,
aveva messo in evidenza la presenza della proteina nello spazio extracellulare. Ci siamo quindi

chiesti se fosse possibile trovare la CLU nelle feci di pazienti affetti da carcinoma del colon.
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Figura 10. Box plot dei dati ottenuti per la CLU sierica mediante Dot Blot.

L’intensita del segnale di ciascun campione ¢ stata quantizzata mediante 1’'uso del programma Scion
Image. Ciascuna scatola descrive la distribuzione dei dati per la CLU ottenuti per i sieri dei pazienti
affetti da carcinoma del colon (K) e per quelli dei donatori (C). La barra all’interno di ciascuna scatola
indica la mediana della distribuzione, mentre le linee estreme della scatola rappresentano il primo ed il
terzo quartile. La distanza interquartilica e” una misura della dispersione della distribuzione. Il 50% delle
osservazioni si trovano comprese tra questi due valori. I livelli di CLU sono risultati significativamente
pit alti nei pazienti rispetto ai donatori secondo il t-test di Student (p=0,000218). (R.U.: unita" relative).
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La concentrazione della CLU nell’estratto fecale di pazienti affetti da carcinoma del colon e’
stata confrontata con quella di soggetti privi di neoplasie intestinali (denominati “donatori”),
raggruppati per eta’, mediante Dot Blot e 1’'uso dell’ anticorpo oligoclonale anti-Clu-C2.

L’analisi ha coinvolto 23 pazienti affetti da carcinoma del colon e 25 donatori. Comparando i
due gruppi sperimentali, i livelli di CLU sono risultati significativamente piu™ alti nei pazienti
rispetto ai donatori (Figura 11).

La Clasterina rilevata negli estratti fecali puo™ avere valore di marcatore prognostico specifico
del carcinoma del colon dal momento che, il suo innalzamento sopra il livello basale, non puo
che essere dovuto ad un innalzamento locale della sCLU, al contrario di cio™ che avviene per la

CLU sierica.

R.U.

Figura 11. Box plot dei dati ottenuti per la CLU degli estratti fecali mediante Dot Blot.

L’intensita del segnale di ciascun campione ¢ stata quantizzata mediante 1’uso del programma Scion
Image. Ciascuna scatola descrive la distribuzione dei dati per la CLU ottenuti per gli estratti fecali dei
pazienti affetti da carcinoma del colon (K) e per quelli dei donatori (C). Il tondino al di fuori della scatola
K indica un valore anomalo. I livelli di CLU sono risultati significativamente pil alti nei pazienti rispetto
ai donatori secondo il t-test di Student (p=0,002825). (R.U.: unita” relative).
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Conclusioni

La nostra analisi dell’espressione di proteine coinvolte nella riparazione dei danni del DNA e
nella sopravvivenza e nella morte cellulare nella sequenza adenoma-carcinoma del carcinoma del
colon ha messo in evidenza che le cellule tumorali sono in grado di sfuggire al controllo
esercitato dall’apoptosi grazie non solo all’inibizione o all’induzione dell’espressione di
determinate proteine, ma anche alla modulazione dell’interazione tra esse. In particolare, come
abbiamo dimostrato mediante IHC e Western Blot, nel passaggio da adenoma a carcinoma del
colon, vi e una perdita di Ku86 e nCLU, mentre vi € un concomintante aumento
dell’espressione di sCLU. L’IHC ha anche messo in evidenza che, nella sequenza adenoma-
carcinoma, I’espressione di Ku70 non varia, tuttavia essa viene indotta a traslocare dal nucleo al
citoplasma dove lega, come evidenziato mediante 1’analisi al microscopio confocale, Bax,
impedendone 1’azione pro-apoptotica.

I dati esistenti in letteratura sul ruolo svolto dall’IL-6 nella progressione del carcinoma del colon
sono controversi (Brozek et al, 2005), tuttavia noi abbiamo osservato, mediante IHC, una
aumentata espressione di IL-6, non solo da parte dei macrofagi associati al tumore, ma anche da
parte delle cellule tumorali stesse. Inoltre, come dimostrano i nostri esperimenti in vitro, I’'IL-6
avrebbe un ruolo diretto nella promozione del legame di Ku70 a Bax attraverso modificazioni
post-traduzionali come la fosforilazione e [’acetilazione, senza agire sui loro livelli di
espressione. L’IL-6 avrebbe un ruolo anche nella diminuzione dell’espressione di Ku86 e nella
aumentata espressione di SCLU, come dimostrato sia mediante RT-PCR che mediante Western
Blot. Quindi I’'IL-6, sottraendo il partner di Ku70, indurebbe un aumento nel tasso di instabilita®
genetica dovuta alla mancata riparazione dei DSB. Inoltre, promuoverebbe la sopravvivenza
delle cellule tumorali sia attraverso il legame di Ku70 a Bax, sia attraverso 1’aumentata

produzione dell’isoforma anti-apoptotica della Clasterina, sCLU.
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Questi dati dimostrano che, 1’azione dei fattori presenti nel microambiente avviene a livello di
alterata espressione o alterata localizzazione e, di conseguenza, alterata funzione delle proteine
coinvolte nella riparazione dei danni del DNA e nella sopravvivenza. Cio™ rende il
condizionamento da parte di questi fattori flessibile e adattabile ai vari stadi dell’evoluzione del
tumore, al contrario delle mutazioni genetiche.

E" stato dimostrato che ’acetilazione delle lisine 539 e 542 di Ku70 provoca il rilascio di Bax e
I’attivazione di quest’ultima (Cohen et al, 2004). I nostri dati indicano che la proteina Ku70
legata a Bax e* anche maggiormente acetilata. Tuttavia, Ku70 possiede otto lisine in grado di
essere acetilate, il che indica che il legame tra Ku70 e Bax e regolato non solo dall’acetilazione,
ma dall’acetilazione di determinati residui. Riuscire ad indurre 1’acetilazione dei residui che
promuovono il rilascio di Bax, significherebbe riuscire a ripristinare 1’apoptosi.

Ulteriore risultato di questa ricerca e  1’osservazione che 1’induzione di una maggiore
espressione della isoforma secreta della Clasterina nella progressione tumorale del carcinoma del
colon puo” costituire un importante marcatore diagnostico non invasivo per lo screening precoce
del carcinoma del colon e della riprese della malattia.

Nei Paesi occidentali il carcinoma del colon rappresenta il terzo tumore maligno per incidenza e
mortalita™. I metodi di screening consistono nella valutazione della presenza di sangue nelle feci
o nell’identificazione di grosse anomalie mediante procedure come la sigmoidoscopia e la
colonscopia che, tuttavia, sono invasive e, spesso, mal tollerate dai soggetti che vi si
sottopongono. Cio” rende necessaria la ricerca di metodi di screening affidabili ma, al contempo,
non invasivi (Davies et al, 2005).

Avendo osservato un aumento della sSCLU nel carcinoma del colon, abbiamo valutato la sua
concentrazione sia nel siero che nelle feci di pazienti affetti da carcinoma del colon e in soggetti
privi di neoplasie intestinali. In entrambi i casi €” stato riscontrato un aumento significativo della

sCLU nei pazienti. Tuttavia, essendo 1’aumento della Clasterina sierica legato anche alla
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presenza di altre patologie, come, ad esempio, il diabete i tipo II (Trougakos et al, 2002),
riteniamo che 1’aumento della sCLU nelle feci possa avere valore prognostico specifico per il

carcinoma del colon.
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