Wt iyt St T
Gor e rdeler /é/g/ G T orcdt b« T orersse
/

Facolta di scienze matematiche, fisiche e naturali
Corso di laurea magistrale in scienze chimiche

Curriculum di “Chimica supramolecolare, dei materiali e dei

nanosistemi”

Il cancro

Dall’origine alle terapie

Silvia Sostegni

A.A. 2010/2011

Docente: Prof. Marco Ruggiero



I cancro: dall’origine alle terapie

Indice
1. Introduzione: il cancro. Pag. 4
2. Ifattori che influenzano l'insorgere del tumore. 4

2.1_L’importanza delle cause ambientali e dello stile di

vita dell’individuo. 4
2.2_Gli agenti che danneggiano il DNA: I'aflatossina Bl 7
2.3_ Gli agenti che danneggiano il DNA: i virus 10
2.4_La genetica del cancro. 14
2.5_L’importanza dei geni critici per il cancro. 17

2.5.1_Le mutazioni del gene p53 18

2.5.2_I virus tumorali a DNA bloccano I'azione dei geni

soppressori per il cancro. 20
3. Lo sviluppo del cancro. 21
3.1_Il tumore: un processo monoclonale. 21

3.2_Una singola mutazione non e sufficiente a provocare il

cancro. 22
3.3_Gli stadi della progressione tumorale. 23
3.4 La metastasi. 28
3.5_L’angiogenesi tumorale. 30
4. Le terapie contro il cancro. 33
4.1_Radioterapia e chemioterapia. 33



I cancro: dall’origine alle terapie

4.2_La biologia molecolare per curare il cancro.
4.2.1_Trattamenti basati sulle modificazioni del gene p53.
4.2.2_Terapia anti-angiogenica.
4.2 .3 Trattamento della leucemia mieloide cronica.
4.3_Terapia genica.
4.3.1_Vettori per la terapia genica.
4.3.2_Vettori virali.
4.3.3_Vettori non virali: i liposomi cationici.
4.3.4_Terapia genica dei tumori.
4.3.5_Terapia genica del fenotipo trasformato: sfruttiamo
I'origine genetica del cancro.
4.3.6_Terapia genica per i tessuti normali.
4.3.7_Terapia genica antiangiogenica.
4.4 Terapia immunologica.

Bibliografia

35

35

36

38

39

41

41

42

44

45

48

48

49

58



I cancro: dall’origine alle terapie

1. Introduzione: il cancro

Nel mondo degli organismi unicellulari, prima che gli organismi multicellulari
comparissero sulla Terra, si ritiene che fossero gia presenti i meccanismi che
permettevano ad una cellula di influenzare il comportamento di un’altra unita
biologica. Questi organismi unicellulari, molto simili agli odierni batteri, sono
stati presenti sulla Terra per 2,5 miliardi di anni prima dell’apparizione degli
originari organismi multicellulari. Una delle ragioni che spiegherebbe la lenta
evoluzione della multicellularita e proprio la difficolta nello sviluppo

dell’accurato sistema di comunicazione delle singole parti che e alla base della

sopravvivenza dell’organismo.

Tutte le cellule, devono essere in grado di comunicare in modi pitt 0 meno
complessi per rendere governabile il proprio comportamento a beneficio
dell'intero sistema. Per coordinarsi, le unitd fondamentali inviano, ricevono e
assimilano una serie di segnali, che permettono ad ognuna di vivere, dividersi,
differenziarsi o morire per il bene dell’essere vivente. Qualunque disturbo

molecolare che muti questa sintonia, comporta un danno all’intero individuo.

In un corpo umano, si verificano ogni giorno delle mutazioni che coinvolgono
miliardi di unita fondamentali. Queste variazioni vengono intercettate e
riparate. Per un essere vivente, il problema nasce quando una mutazione dona
ad una cellula un vantaggio selettivo, diventando il fondatore di un clone

mutante, con la facolta di duplicarsi pitt velocemente delle cellule vicine.

Il cancro ¢ una malattia che si sviluppa a partire da questi cloni mutanti, che

proliferano nell’organismo comportandone la distruzione.
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2. I fattori che influenzano l'insorgere del tumore
2.1_L’importanza delle cause ambientali e dello stile di vita di un individuo.

Lo sviluppo di un tumore e determinato da molteplici passaggi, i quali
coinvolgono non solo la predisposizione genetica di un individuo a quel tipo di
cancro, ma dipendono anche dallo stile di vita e dall’ambiente a cui e

sottoposto.

Durante l'arco della vita di un uomo, e chiaramente possibile accumulare un
certo numero di mutazioni che portino alla formazione di un tumore, pero e
stato dimostrato che circa 1'80-90% dei cancri & evitabile o potrebbe essere
ritardato, perché i fattori ambientali hanno un ruolo decisivo nello sviluppo di

questa malattia.

Questo & stato verificato confrontando 1'incidenza del cancro in paesi diversi
(vedi Tabella 1 e Tabella 2), in cui alcuni tipi di neoplasie sono molto frequenti
in certi luoghi e poco incidenti in altri e viceversa, perché spesso le popolazioni
che evitano fattori ambientali di rischio per la formazione di un tumore, sono

esposti ad altri agenti che ne promuovono lo sviluppo di un altro tipo.

Inoltre, e stato evidenziato che le popolazioni che migrano, adottano lo schema

d’incidenza del cancro pit frequente del paese in cui si sono trasferiti.
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COMPARAZIONE DELL'INCIDENZA DEI TUMORI IN BASE ALLA LOCALIZZAZIONE PRIMARIA TRA

GLI ABITANTI DEL GIAPPONE E DELLE HAWAII (GIAPPONESI E INDIGENI)

Hawaii
Esofago 131 46 75
Stomaco 1311 397 217
Colon 83 371 368
Retto 93 297 204
Polmone 268 379 962
Prostata 14 154 343
Seno 315 1221 1869
Collo dell’utero 364 149 243
Utero 26 407 714
Ovaio 53 160 274
Fonte: Doll, R. e Peto, R., J. Natl. Cancer Inst. 66 (1981), pp. 1196-1305 Tabella 1

Tabella 1: Variazione dell’incidenza di alcuni cancri comuni tra gli abitanti del Giappone e
delle Hawaii.

COMPARAZIONE DELL'INCIDENZA DEI TUMORI IN BASE ALLA LOCALIZZAZIONE PRIMARIA TRA

GLI ABITANTI DI IBADAN (NIGERIA) E | NERI E | BIANCHI AMERICANI

Stati Uniti
Colon 34 351 315
Retto 34 204 225
Fegato 272 77 36
Pancreas 25 225 124
Laringe 37 193 141
Prostata 134 651 275
Polmone 27 1532 981
Seno 337 1187 1650
Utero 42 407 714
Linfosarcoma 133 w/ 4
Fonte: Doll, R. e Peto, R., J. Natl. Cancer Inst. 66 (1981), pp. 1196-1305 Tabella 2

Tabella 2: Variazione dell'incidenza di alcuni cancri comuni tra gli abitanti di Ibadan e degli
Stati Uniti.
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Molto spesso le cause ambientali che hanno portato ad un aumento della
frequenza di una precisa neoplasia, sono state individuate con difficolta e

l’attenzione su di esse si e focalizzata dopo I’aumento di mortalita.

Oltre alle cause ambientali e decisiva I'influenza dello stile di vita adottato da
un individuo. Nelle attuali condizioni, negli Stati Uniti una persona su cinque
muore di tumore, ma nello stato dello Utah la caducita fra i mormoni, i quali
vietano l'assunzione di alcol, caffeina e tabacco & circa la meta di quella
osservata fra gli americani in generale. L’astensione da questi prodotti ha

ridotto la possibilita di avere i tumori con l'incidenza pit alta come quello ai

polmoni, al fegato o al pancreas.

2.2_Gli agenti che danneggiano il DNA: I’aflatossina B1.

Gli agenti che provocano un danno al DNA vengono detti mutageni e possono
essere di diversi tipi e di varia natura. Sono agenti chimici cancerogeni, virus,
radiazioni UV, raggi (radiazione ionizzante) o particelle alfa derivate dal

decadimento radioattivo.

Per quanto riguarda i composti chimici cancerogeni, sono noti gli effetti
mutageni degl’idrocarburi aromatici come il benzene e i suoi derivati, delle

ammine aromatiche e delle nitrosammine, riportate rispettivamente in Figura 1.

H H3C CHs
H H
H H HoN NH,
H
Ry P
N—N

Figura 1: Formule di struttura del benzene, del cumene, della benzidina e di una
nitrosammina generica.
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Le loro proprieta cancerogene possono essere individuate attraverso un test per
la mutagenicita, chiamato test di Ames, ideato da Bruce Ames nel 1973, con il
quale si puo dimostrare la tendenza di un composto di essere mutageno. Pero,
alcuni agenti cancerogeni sono relativamente inerti chimicamente e diventano
dannosi dopo essere stati modificati in una forma pitt reattiva da processi
metabolici naturali, ad esempio a causa di una serie di enzimi intracellulari
come la P-450 ossidasi che si occupa di convertire le tossine ingerite in composti
innocui lipofili, provocandone pero l'attivazione. Ne & una prova il caso
dell’aflatossina Bl (Figura 2), una tossina di una muffa (Aspergillus flavus orza)
che cresce su noccioline e granaglie conservate in condizioni tropicali umide e si
pensa che sia una causa del cancro al fegato, molto frequente nelle zone del
Nord Africa. La formazione dell’aflatossina 2,3 epossido grazie al citocromo P-
450 rende il composto molto reattivo che si lega alla guanina nel DNA,

provocando una modificazione dell’elica.

Figura 2: Formula di struttura dell’aflatossina B1. Il cerchio rosso indica il sito di formazione
dell’epossido.

TEST DI AMES.

Le mutazioni puntiformi a differenza di quelle su larga scala, sono soggette a
reversioni con l'incidenza di altre mutazioni. Il test di Ames si basa proprio su
questa reversibilita, utilizzando generalmente un ceppo di batteri mutati della
Salmonella typhimurium. Questi organismi sono stati modificati per ottenere le

seguenti caratteristiche:
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La membrana risulta facilmente permeabile alle grandi molecole,

cosicché il potenziale mutageno possa entrare nella cellula.

Attraverso un’altra mutazione, vengono eliminati alcuni meccanismi di

riparazione del DNA.

Non possono sintetizzare istidina, sono percio batteri auxotrofi;
organismi impossibilitati a sintetizzare un particolare composto organico
necessario per la crescita. Dato che l'istidina € uno dei 20 aa utilizzati
dalle cellule per la produzione di proteine, questi batteri hanno una

sopravvivenza limitata.

Grazie alla possibilita di una reversione della mutazione, possono crescere
spontaneamente o indotti da un mutageno, batteri prototrofi cioe in grado di
sintetizzare da soli la sostanza che i mutanti non erano piu in grado di

produrre. Questi batteri vengono chiamati revertanti.

Preparazione. I batteri vengono seminati su una piastra contenente un terreno
privo di istidina. Al centro, in un dischetto ¢ presente il composto che ha una

possibile attivita mutagena.

La sostanza si diffonde dal dischetto e se ha un effetto mutageno puo provocare

ulteriori mutazioni che possono ripristinare la prototroficita.

La piastra viene incubata per 48 ore a 37 °C. Se il composto ha la capacita di
modificare i batteri, si avra che la maggior parte di essi rimarra comunque
incapace di produrre istidina, pero si formano anche delle colonie di revertanti

che indicano la mutagenicita del composto e sono alla forza del mutageno.

Per ovviare al limite principale del test, ovvero l'impossibilita di valutare
l'effetto cancerogeno di un composto pro-mutageno, si puo introdurre nel
terreno di coltura l'estratto di fegato di topo, in cui sono presenti gli enzimi
coinvolti nell’attivazione di queste molecole, come la P-450 ossidasi, osservando

la trasformazione.
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2.3_ Gli agenti che danneggiano il DNA: i virus.

Le prime prove a sostegno dell’ipotesi che i virus causano il cancro, sono state

ottenute da studi effettuati dal medico virologo statunitense Peyton Rous a

partire dal 1911.

Figura 3: Peyton Rous

I suo lavoro consistette nell’asportare fibrosarcomi
(tumori del tessuto connettivo) dai polli, li frantumo e li
centrifugo. Fece passare il sopranatante attraverso un
filtro con i pori molto piccoli in modo tale da trattenere

anche i batteri di dimensioni ridotte. Dopodiché inietto il

filtrato in polli sani. Il risultato fu che molti di questi
uccelli trattati, svilupparono dei sarcomi. Qualche anno piu tardi, venne
dimostrato che I'agente mutante nel filtrato era un virus che venne chiamato
virus del sarcoma di Rous (RSV). In tempi piu recenti e stato attestato che I'RSV e
un retrovirus, il cui genoma a RNA viene copiato in un trascritto inverso di

DNA, che viene integrato nel genoma della cellula ospite (Figura 5).

Transmembrane

Glycoprotein (gp120)
Transmembrane
Glycoprotein (gp41)

Viral Membrane
(lipid layer)

Figura 4: Struttura di un retrovirus.
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Figura 5: Ciclo vitale di un retrovirus. I retrovirus contengono due copie identiche di RNA a
singolo filamento(+) ed un involucro lipoproteico (envelope) con glicoproteine virali
sporgenti. Dopo che le glicoproteine hanno interagito con specifiche proteine della
membrana cellulare della cellula host (recettori virali), I’envelope si fonde con la membrana
cellulare (1°Passaggio). Dopo la fusione il nucleocapside (vedi Figura 4) entra nel citoplasma
e il genoma virale a RNA viene trasformato in DNA da parte della trascrittasi inversa
(2°Passaggio). Il DNA virale viene trasportato nel nucleo e integrato con il DNA della cellula
ospite (3°Passaggio). II DNA virale integrato, detto provirus, e trascritto dalla RNA
polimerasi cellulare originando delle molecole di mRNA virali(+), la cui traduzione dara
origine a proteine virali strutturali, incluse le glicoproteine dell’envelope ed enzimatiche
(4°Passaggio). Queste proteine si assemblano con 1’'RNA virale per formare nucleocapsidi,
che interagiscono con le glicoproteine virali ancorate alla membrana plasmatica. La progenie
di virioni si origina per gemmazione dalla cellula (5°Passaggio).

I retrovirus non oncogeni possiedono i geni gag, pol ed env, che codificano le
proteine virali e la trascrittasi inversa. I retrovirus oncogeni come 1'RSV, oltre a
questi geni hanno anche il v-src. Studi pitt recenti hanno dimostrato che per

I'induzione del cancro € necessario il solo gene v-src e non gli altri tre.

Negli anni venti, un’altra malattia animale apparentemente tumorale venne
attribuita erroneamente ad un parassita, piuttosto che ad una carenza
alimentare e questo errore porta la scoperta dell’associazione tra virus e cancro

in cattiva luce e lo studio sui virus oncogeni entra in un lungo letargo. Infatti,

11
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Peyton Rous ricevera il premio Nobel per la medicina nel 1966, cinquantacinque

anni dopo la scoperta del virus oncogeno ad RNA.

Negli anni sessanta nei laboratori di Renato Dulbecco al California Institute of
Technology di Pasadena, Howard Temin ed Harry Rubin scoprono che
I'infezione con RSV di fibroblasti di pollo in coltura, trasforma le cellule in
modo simile a quello che si osserva nei sarcomi animali. Temin e Rubin
capiscono che il processo di sviluppo del tumore puo essere indotto in vitro e
studiato al microscopio. Grazie ai loro studi, l'attenzione della comunita
scientifica ricomincia a farsi sentire e le domande che vengono poste a
proposito sono molte, per esempio, se il carattere tumorale delle cellule

trasformate dipenda dalla continua presenza del virus.

Nel 1970 un esperimento condotto all’Universita della California a Berkeley,
risponde a questo quesito. Per dimostrarlo venne usato un virus RSV mutante
sensibile alla temperatura, che e in grado di trasformare le cellule in vitro a
37°C, ma non a 41°C. Questo sta a significare che il mantenimento dello stato

trasformato richiede la presenza e la continua attivita del virus.

Nel 1974 Michael Bishop e Harold Varmus (attuale direttore del National
Cancer Institute) hanno dimostrato che nelle cellule normali di polli sani e di
altri animali vertebrati, € presente un gene strettamente correlato al gene v-src
dell’'RSV. Questo gene chiamato c-src &€ un proto-oncogene e in quanto tale
svolge un ruolo fondamentale nell'induzione del cancro, perché questa
tipologia di geni codifica molti tipi di proteine che contribuiscono al controllo
della crescita cellulare e la mutazione di questi pud promuovere la formazione
di un tumore. Il c-src e stato il primo gene ad essere classificato come proto-
oncogene. Attualmente i proto-oncogeni riconosciuti a partire dalla presenza di
un oncogene virale in un retrovirus, sono piu di 70. Buona parte di questi geni
hanno una funzione chiave nel controllo della proliferazione e dell’apoptosi

cellulare. Nel 1989 Bishop e Varmus ottennero il premio Nobel.

12
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Parallelamente, negli anni sessanta vengono condotti studi non solo su virus a
RNA come I'RSV, ma anche virus a DNA come il papovavirus (Figura 6), gli

adenovirus e gli herpes virus che non infettano pitt solo uccelli, ma anche

diversi mammiferi.

Figura 6: Rappresentazione 3D del papilloma

virus.

Si comincia a pensare che anche gli esseri
umani possono essere coinvolti. Dato

I'interesse generale che ormai si era

innescato non solo da parte degli
scienziati, ma anche da parte dei governi, nel 1964 gli Stati Uniti lanciarono lo
Special Virus Cancer Program. In quell’anno Anthony Epstein e Yvonne Barr
individuarono al microscopio elettronico, particelle di un virus della famiglia
degli herpes, in cellule derivate dal linfoma di Burkitt, un tumore pediatrico
diffuso in Africa orientale e descritto negli anni cinquanta dal medico inglese
Dennis Burkitt. Il virus di Epstein - Barr (EBV) & il primo virus oncogeno umano
ad essere individuato e dopo poco tempo si scopre che circa il 90 % degli esseri
umani adulti, ne e stato contagiato e risulta positivo al test per gli anticorpi
contro questo virus. Nonostante cio, soltanto una piccolissima parte di queste

persone sviluppa il linfoma di Burkitt.

Questo ha fatto presupporre che i virus agiscono come fattori necessari, ma non
sufficienti allo sviluppo del tumore. Infatti, in Africa orientale risulta cosi
comune perché il virus si trova in organismi in cui & presente uno stato
nutrizionale carente, il probabile contagio anche da parte della malaria ed un

sistema immunitario debilitato. La concomitanza di tutti questi fattori, favorisce

la proliferazione del tumore scatenata dall’EBV.

Nel 1994 grazie a Yuan Chang e Patrick Moore e stato possibile isolare il virus

responsabile del sarcoma di Kaposi (KSHV). Oggi questo virus e considerato il

13
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fattore principale allo sviluppo di questo sarcoma, alla cui crescita e legata la
concomitante infezione da HIV, dato il suo ruolo immunosoppressivo sul

sistema immunitario.

Come per i virus oncogeni a RNA, anche per quelli a DNA & necessaria la
continua presenza di molecole virali nell’'organismo, per mantenere la

trasformazione cellulare.
2.4 La genetica del cancro.

Il cancro e una malattia che deriva dalla mutazione genetica di cellule
somatiche. Le cellule cancerose sono costituite da un certo numero di mutazioni
e alcune volte risulta difficile individuare quali sono le responsabili del tumore,
perché molto spesso queste cellule contengono mutazioni che sono
sottoprodotti accidentali dellinstabilita genetica. Nonostante cio, sono stati
identificati pit di 100 geni ripetutamente alterati nel cancro umano e sono stati

definiti come geni critici per il cancro.

I geni critici per il cancro si dividono in due sottoclassi a seconda che il rischio

del cancro derivi da un’azione eccessiva o riduttiva dell’attivita del prodotto.

I geni della prima classe, per cui una mutazione comporta un guadagno
di funzione e conduce la cellula verso il cancro come i proto-oncogeni

con le loro forme mutanti iperattive dette oncogeni. (A)

I geni della seconda classe, per cui una mutazione provoca una perdita
di funzione, sono chiamati geni soppressori dei tumori. La funzione di
entrambi gli alleli del gene critico per il cancro deve andare perduta per

spingere la cellula verso il tumore. (B)

14
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(A) mutazione che porta a iperattivita (guadagno di funzione)

\\I//

~ ~
una singola mutazione - -
crea un oncogene - -

P S

cellula normale /1 \
la mutazione attivatrice
rende un oncogene capace
di stimolare la proliferazione

cellulare
(B) mutazione che porta a ipoattivita (perdita di funzione)
una mutazione una seconda
inattiva un mutazione /
gene mamva =
-
soppressore la seconda
dei tumori copia del gene / \
:ellula normale nessun effetto / | \
della mutazione in due mutazioni inattivanti
una copia del gene eliminano funzionalmente

il gene soppressore dei tumori
stimolando la proliferazione

cellulare

Figura 7: Rappresentazione della mutazione di un gene di prima specie (A) e di seconda
specie (B)

I tipi di alterazione che possono portare un proto-oncogene a diventare

oncogene sono di tre tipi:

1) Il gene puo essere alterato da una delezione o mutazione puntiforme.

Questo puo avvenire nella regione che codifica la proteina (A) o in

l

(A) PROTEINA IPERATTIVA PRODOTTA IN QUANTITA” NORMALI

regioni adiacenti di controllo (B) comportando

(B) ESPRESSIONE DEL GENE A CONCENTRAZIONI PIU” ALTE

2) La rottura e la successiva riunione di cromosomi (traslocazione
cromosomica), puo portare ad avere sequenze regolatrici dei geni, vicino

a sequenze che codificano per proteine coinvolte nel ciclo cellulare. l

PRODUZIONE DI PROTEINE DI FUSIONE ANOMALE

15
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) S verifi v . .. ,
3) Si puod verificare una sovraespressione del gene critico perché sono
presenti delle copie extra dovute ad amplificazione genica provocate da

errori nella replicazione del DNA.

GRANDE SOVRAPPRODUZIONE DELLA PROTEINA NORMALE

I membri della famiglia del proto-oncogene Myc per esempio, non vengono
attivati da mutazioni nella regione che codifica la proteina e i geni vengono o
sovraespressi o amplificati. In cellule normali, la proteina Myc agisce nel nucleo
dando il segnale per la proliferazione cellulare. Elevate quantita di Myc
possono provocare una proliferazione eccessiva. Sebbene si trovi spesso nei
cancri il proto-oncogene Myc amplificato (alcune cellule cancerose contengono
molte copie di un gene strutturalmente normale, presenti o come piccoli
cromosomi separati o come inserzioni all'interno del cromosoma), si puo
intercorrere nel caso in cui si ha una traslocazione cromosomica. Questa
attivazione porta ad avere in modo inappropriato, potenti sequenze regolatrici
dei geni vicino alla sequenza che codifica la proteina Myc, producendo quantita
elevate di mRNA di Myc. Questo e il caso del linfoma di Burkitt in cui la
traslocazione del cromosoma 8 e 14, porta questo proto-oncogene sotto il
controllo di sequenze che normalmente si occupano della produzione di
anticorpi facendo si che le cellule B mutanti possano proliferare in eccesso
formando un tumore. Questo tipo di attivazione e spesso presente in linfomi e

leucemie.

Anche i geni soppressori dei tumori possono essere inattivati in molti modi
diversi e le varie combinazioni che portano alla menomazione del gene devono
avvenire su entrambe le copie per poterne vedere un effetto. La prima copia
puo essere perduta a causa di una piccola delezione o essere inattivata per via
di una mutazione puntiforme. La seconda copia puo essere inattivata in un

modo simile oppure come avviene in maniera pit frequente la copia che ha

16
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ancora la sequenza corretta viene perduta dalla cellula o il gene normale viene
sostituito dal gene mutante per combinazione mitotica o conversione genica. In
Figura 8 e riportato questo esempio per il gene Rb, la cui perdita é responsabile
dello sviluppo del retinoblastoma. (L Rb e stato il primo gene soppressore dei

tumori ad essere stato scoperto.)

nel cromsoma materno nel cromosoma paterno

Mutazione al locus Rb 1 l Gene Rb 1 normale

] [] ] 1. B
Mutazione

Non disgiunzione Non disgiunzione Ricombinazione Conversione Delezione
(perdita di e duplicazione mitotica genica puntiforme
CIromosoma)

Figura 8: Sei modi in cui si puo perdere la copia corretta rimanente di un gene soppressore
dei tumori.

2.5_L’importanza dei geni critici per il cancro.

Nell'introduzione si & gia accennato all'importanza della comunicazione
cellulare per il benessere dell’organismo e non & un caso che i geni critici per il
cancro siano coinvolti nei meccanismi principali che regolano i segnali
intercellulari. Questa malattia puo essere originata dalla mutazione di geni
soppressori o proto-oncogeni, normalmente incaricati per la produzione di
proteine secrete, recettori transmembrana, proteine chinasi o proteine che

regolano i geni.
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Ne & un esempio il prodotto del gene soppressore per i tumori Rb che agisce
come un freno per l'ingresso nella fase S (Fase di sintesi del DNA nel ciclo
cellulare); quando Rb viene eliminata, le cellule cancerose proliferano in modo

Inappropriato.

Per ottenere una netta proliferazione, oltre a permettere alle cellule di dividersi
in maniera incontrollata si devono trattenere dal commettere suicidio, ovvero
I"apoptosi. In un uomo adulto la divisione cellulare e esattamente bilanciata con
la morte cellulare programmata. Le cellule di un organismo multicellulare si
suicidano quando si rendono conto che il loro DNA é danneggiato, oppure
quando non gli arrivano segnali di sopravvivenza dall’esterno per confermare
la loro giusta posizione nell’organismo. Di conseguenza, una proliferazione
eccessiva ed una resistenza all’apoptosi comportano uno squilibrio all'interno
del sistema e questo e caratteristico delle cellule tumorali per aumentare il loro

numero e sopravvivere, quando e dove non dovrebbero.

Una proteina che blocca I'apoptosi e la Bcl-2 ed e stata scoperta proprio perché e
il bersaglio di una traslocazione cromosomica in un linfoma a cellule B. L’effetto
della traslocazione é proprio quello di mettere il gene Bcl-2 sotto il controllo di
un elemento regolatore che provoca una sovraespressione, causando la

sopravvivenza di linfociti B quando dovrebbero morire.

Il caso piu eclatante e quello del gene p53, che risulta coinvolto in una

vastissima gamma di tumori di diversi tessuti.

2.5.1_Le mutazioni del gene p53

Il p53 € un gene soppressore dei tumori che risulta mutato in circa meta dei
cancri umani. Questo gene e particolarmente importante perché é coinvolto in
modo diretto nel controllo del ciclo cellulare, nell’apoptosi e nel mantenimento

dell’instabilita genetica.
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In condizioni normali & presente nelle cellule una piccola quantita di proteina
p53, la sua concentrazione perd aumenta quando le cellule sono sottoposte a
stress. Ogni volta che il DNA viene danneggiato per esempio, esponendosi a
luce ultravioletta o ai raggi gamma, viene aumentata la produzione di proteina
p53 per limitare i danni ed a seconda della lesione subita, la proteina puo
spingere la cellula difettata a suicidarsi per apoptosi oppure puod innescare un
meccanismo che impedisce alla cellula di dividersi prima che il danno sia stato
riparato. L’elevata concentrazione di p53 si riscontra inoltre nelle cellule in cui
sono presenti oncogeni come Myc o Ras insolitamente attivi, che generano un
anomalia nello stimolo della divisione cellulare ed é grazie alla protezione da
parte di questa proteina che nelle cellule non e sufficiente la sola presenza di

questi oncogeni a scatenare il cancro.
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Quindi, le cellule che presentano un deficit di proteina p53 non riescono a
regolare il proprio ciclo cellulare e soprattutto non viene fermata la
duplicazione nel caso di danneggiamento al DNA. Nel migliore dei casi, le
cellule muoiono, risulta molto peggio se sopravvivono e si replicano con un

genoma mutato.

Una conseguenza comune € che in cellule prive di p53 funzionante, quando i
cromosomi vengono frammentati per un qualsiasi incidente, si riuniscono in
modo sbagliato e non si fermano a riparare il danno prima di entrare nella fase
S, ma proseguono portando alla formazione di una cellula figlia che eredita un
cromosoma con geni duplicati, ma senza telomero, ovvero senza la parte
terminale del cromosoma che e essenziale per evitare la perdita di informazioni
durante la duplicazione dei cromosomi. Di conseguenza, la duplicazione di
questa cellula portera alla formazione di un’altra cellula figlia con un genoma
ancora piu alterato. In questo modo, si possono perdere geni soppressori del

tumore oppure si possono attivare oncogeni.

Quindi, considerato che in molte cellule cancerose sono presenti grandi quantita
di p53 mutante che é percio inattiva, si puo ipotizzare che la generazione del
tumore possa essere derivata da tre motivi che sono la conseguenza del triplice

coinvolgimento della p53 all’interno della cellula:
1. Le cellule che riportano un difetto nel DNA continuano a duplicarsi.
2. Le cellule mutate possono sfuggire all’apoptosi.

3. L’instabilita genetica delle cellule fa si che si accumulino con le
duplicazioni, prodotti sempre pitt danneggiati che possono generare il

cancro.
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2.5.2 I virus tumorali a DNA bloccano ’azione dei geni soppressori per il

cancro.

I virus oncogeni a DNA possono provocare il cancro (Paragrafo 2.3)
interferendo con le proteine che regolano il ciclo cellulare ed utilizzando il
macchinario di replicazione del DNA della cellula ospite, per replicare il
proprio genoma. Per produrre molte particelle virali da una singola cellula
ospite, un virus a DNA deve fare in modo che siano inibite le normali funzioni
della cellula che porrebbero delle limitazioni alla proliferazione continua.
Solitamente questo avviene uccidendo la cellula ospite, ma non é 'unica strada
che il virus puo prendere. Infatti, il genoma virale puo essere propagato come
un passeggero, il quale si replica in parallelo al DNA della cellula bersaglio,
rispettando tutti i cicli ordinari di divisione cellulare. Indipendentemente dalla
strada che intraprende, la formazione del tumore é accidentale e non viene
provocata intenzionalmente dal virus. L'insorgere del cancro e infatti una sorta
di incidente genetico, in cui il virus abusa del macchinario di replicazione del
DNA per ottenere una rapida replicazione del suo genoma, ma puo capitare che

dia il via alla proliferazione persistente della cellula ospite.

Nei papillomavirus i principali geni virali coinvolti sono E6 ed E7. I prodotti di
questi oncogeni virali interagiscono con molte proteine della cellula ospite, ma
soprattutto si legano ai prodotti proteici di due geni soppressori del tumore che
hanno un ruolo chiave per il controllo della vita della cellula, mettendoli fuori
uso e permettendo alla singola, di dividersi in modo incontrollato. La proteina
virale E7 si lega alla proteina Rb che a questo punto non puo pit legarsi alle
proteine con cui si associa normalmente. La proteina virale E6 distrugge la

proteina p53 permettendo cosi alla cellula anomala di sopravvivere.
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3. Lo sviluppo del cancro

3.1_I1 tumore: un processo monoclonale.

Figura 10: Mosaico d’inattivazione dell’X per

dimostrare 1’origine monoclonale del cancro.

Nel momento in cui viene diagnosticato un
tumore o neoplasia, questo e gia composto da
almeno un miliardo di cellule, incluse anche

molte cellule normali come i fibroblasti del

tessuto connettivo di supporto a cui &
associato un carcinoma. Una chiara dimostrazione dell origine monoclonale del
cancro é rappresentata in Figura 10 e viene chiamata “mosaico di inattivazione
dell’X”, prendendo come esempio il tessuto normale di una donna che &
composto da una miscela di cellule con cromosomi X diversi ed inattivati in
modo ereditabile, come risultato di un processo casuale che avviene
nell’embrione. In Figura 10 le cellule rosse e grigie stanno ad identificare la
disposizione casuale di queste unita biologiche. Quando viene controllata
I'espressione di un gene marcatore legato all’X delle cellule tumorali, si trova
che hanno tutte lo stesso cromosoma X inattivato e quindi derivano tutte da

un’unica cellula mutata.

3.2_Una singola mutazione non é sufficiente a provocare il cancro.

Nei paragrafi precedenti sono stati analizzati i vari fattori che possono
comportare una mutazione del DNA ed é gia stato precisato che anche in
assenza di agenti mutageni & possibile intercorrere in mutazioni spontanee, che
si verificano durante la replicazione cellulare. La frequenza stimata e di circa
10-® mutazioni per gene per divisione cellulare, cosi nel corso di una vita &
possibile che ogni gene abbia subito una mutazione in 1010 distinte occasioni.

Quindi, se una singola mutazione fosse sufficiente a far evolvere il tumore,
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I'uvomo come altri animali sarebbero gia estinti. La cancerogenesi richiede che
diversi incidenti rari ed indipendenti avvengano sulla linea di una cellula. Da
studi epidemiologici € emerso che se fosse necessaria una sola mutazione per
far trasformare una cellula normale in una cellula cancerosa e se questa
mutazione potesse verificarsi in qualunque momento, allora non si dovrebbe
riscontrare un aumento d’incidenza di alcuni tipi di cancro con l'eta, come

invece e stato verificato (Figura 11).
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Figura 11: Incidenza del cancro al fegato in Europa in funzione dell’eta.

3.3_Gli stadi della progressione tumorale.

L’insorgenza del cancro e ritardata rispetto al momento in cui un organismo
viene esposto ad agenti mutageni, proprio perché si devono accumulare un
certo numero di aberrazioni ed avvolte la malattia si manifesta solo dopo una
lunga esposizione ad un cancerogeno. Questo vale sia per tumori provocati da
una causa esterna individuabile, che per i casi in cui la lesione genetica iniziale

non ¢ legata ad un fattore estraneo all’organismo.

Nella leucemia mieloide cronica, per esempio, il 90% dei pazienti non presentano

46 cromosomi, ma 45 + 1 cromosoma molto piccolo detto cromosoma
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Philadelphia (patognomico per la leucemia mieloide cronica), totalmente
assente nelle cellule sane e generato dalla traslocazione fra i bracci lunghi dei
cromosomi 9 e 22 (Figura 12). Con questa modificazione il proto-oncogene Abl
passa dal cromosoma 9 al 22, inducendo una trasformazione neoplastica che
condurra alla leucemia mieloide cronica con una crescita incontrollata dei
mieloblasti, ovvero le cellule progenitrici dei globuli bianchi granulociti (Figura
25). La causa della trasformazione, viene attribuita alla sintesi di una proteina di
fusione, in seguito allo spostamento di Abl che ha un elevata attivita tirosin-

chinasica.

Figura 12: Traslocazione fra i
Changed chromosome 9

cromosomi 9 e 22,

responsabile della leucemia
Normal

chromosome 9 Chromosomes break mieloide cronica.
Changed
chromosome 22
Normal (i;hiladelphia

chromosome 22 g chromosome) Nella fase cronica iniziale
—> beranl 1€ cellule tumorali si
[m distinguono da quelle
i sane per l'identificazione
] del cromosoma

Philadelphia. Nella fase acuta della malattia, I'insieme degli organi e dei tessuti
in cui avviene la produzione degli elementi corpuscolati presenti nel sangue,
detto sistema emopoietico, & invaso da cellule che non mostrano pitt solo quella
mutazione, ma ne presentano molte altre. Queste cellule, diventano piu
numerose di quelle da cui sono derivate, caratterizzate dalla traslocazione
cromosomica primaria (cromosoma Philadelphia) e di quelle emopoietiche
normali, come se le ulteriori aberrazioni avessero provocato una proliferazione

piu rapida.

Il meccanismo di progressione di tumori solidi e carcinomi, si puo pensare che
avvenga in modo simile a quello visto per il caso della leucemia mieloide

cronica e nonostante questi tumori vengano diagnosticati nell'uomo in una fase
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tardiva, e possibile nei casi di cancro alla cervice uterina e cancro colorettale,

osservare i primi passaggi che portano alla formazione del tumore.

Il cancro al collo dell'utero, sembra che sia derivato dall’epitelio vicino

all’apertura della cervice.

In condizioni normali, la cervice uterina si presenta come un epitelio squamoso
stratificato, come quello dell'’epidermide della pelle (Figura 13 A-E). In
situazioni come questa, la proliferazione avviene coinvolgendo solo la lamina
basale (linea gialla), generando cellule che si muovono verso la superficie.
Durante questo percorso si differenziano, assumendo una forma appiattita,
ricche di cheratina e che non si dividono. E possibile riscontrare zone in cui
questa precisa organizzazione é intralciata dalla presenza di lesioni, considerate
neoplasie intraepiteliali che possono essere di basso grado (lievi), oppure di alto
grado (da moderato a grave). Nel caso in cui e presente una lesione lieve, le
cellule quando proliferano non rimangono pitt confinate nello strato basale, ma
si possono trovare cellule in divisione nel terzo inferiore dell’epitelio. Inoltre le
cellule superficiali, mostrano un differenziamento parziale (Figura 13 B-F). La
maggior parte di queste lesioni regrediscono spontaneamente, ma il 10%
progredisce fino a diventare una lesione di alto grado. In queste zone che
producono un caso a rischio, si trovano cellule indifferenziate in quasi o tutti gli
strati dell’epitelio, che non mostrano pitt una forma regolare e possono avere
dimensioni variabili sia per la cellula che per il nucleo (Figura 13 C-G). Quando
vengono riscontrate queste lesioni di alto grado, si procede con la rimozione
chirurgica del tessuto. Se questo non viene distrutto o rimosso, nel 30-40% dei
casi progredisce dando origine ad un carcinoma invasivo (Figura 13 D-H), le
cellule rompono la lamina basale e colonizzano il tessuto sottostante. A questo
punto, pud non essere piu sufficiente la rimozione chirurgica perché le cellule
cancerose si sono spostate anche in altri tessuti, si devono percid cominciare

delle terapie idonee al caso.
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Figura 13: Stadi di progressione del tumore dell’epitelio della cervice uterina.

E possibile controllare 'inizio o lo stadio di un tumore, attraverso il test di
Papanicolau, detto anche Pap Test.

Di seguito sono riportate le fotografie di cellule raccolte dalla superficie della
cervice uterina, dove si riscontrano i passaggi della progressione tumorale
appena descritti.
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Figura 14: (A) Normale: le cellule sono grandi, ben differenziate ed hanno i nuclei molto
condensati. (C) Pericolo: carcinoma invasivo, le cellule sono indifferenziate con scarso
citoplasma e con i nuclei relativamente grandi.
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Analizziamo sempre pitt nel dettaglio, che cosa comporti il raggiungimento di
un certo numero di mutazioni delle cellule appartenenti a tessuti suscettibili alla
formazione di un cancro, come quello della cervice uterina. L’epitelio che
costituisce il collo dell'utero come l'epidermide della pelle si rinnova di
continuo e perde dalla superficie esterna, cellule differenziate terminalmente
(desquamazione) che lasciano spazio alle nuove, generate dalle cellule staminali
che si trovano nello strato basale. Se le cellule staminali si riproducono piu
rapidamente, anche le cellule differenziate desquameranno pitt velocemente
dalla superficie esterna e verra comunque mantenuto l'equilibrio tra vita e
morte cellulare. Affinché si sviluppi un anomalia che disturbi questo ciclo; la
cellula staminale dovrebbe produrre almeno il 50% delle cellule figlie che
rimangono staminali; oppure le cellule figlie non sono cellule staminali, ma non
riescono a raggiungere il differenziamento e continuano il processo di

duplicazione (Figura 15).
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nondividing cells

aventually discarded {B) STEM CELL FAILS TO PRODUCE ONE 1C) DAUGHTER CELLS FAIL TO
NON-STEM-CELL DAUGHTER IN EACH DIFFERENTIATE NORMALLY AND
DIVISION AND THEREBY PROLIFERATES INSTEAD PROLIFERATE TO FORM
(A} NORMAL PATHWAY TO FORM A TUMOR ATUMOR

Figura 15: Produzione normale e alterata di cellule da cellule staminali.

Questi sviluppi illustrati sono probabilmente alla base della progressione da
una neoplasia di basso livello intraepiteliale ad una di alto grado, fino ad

arrivare al carcinoma invasivo.
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Quindi, in generale, qualsiasi cambiamento che blocchi la normale maturazione
delle cellule ha un coinvolgimento essenziale per la formazione di una cellula
anormale che prolifera in modo incontrollato dando luogo ad una neoplasia, un

nuovo tessuto costituito da cellule aberranti.

Quando si verifica questa notevole crescita cellulare; in risposta allo stress
meccanico formatosi nel tessuto, le cellule neoplastiche vengono raggruppate
all'interno di una “capsula” di collageno, che le tiene insieme formando una
singola massa. Questo e il tumore benigno e la sua asportazione chirurgica puo

garantire la guarigione dalla malattia.

Quando il tumore evolve e le cellule diventano molto diverse, perdendo ogni
caratteristica morfologica e funzionale del tessuto d’origine, distruggendo le
cellule normali adiacenti, allora il tumore si considera un cancro ed & maligno.
Quest’'ultimo ha la capacita di penetrare nel tessuto e raggiungere i vasi
sanguigni formando tumori maligni secondari, chiamati metastasi. A questo
punto non e possibile rintracciare tutte le cellule tumorali che si sono spostate
nel corpo, percio la sola asportazione chirurgica non garantisce piu la

guarigione dalla malattia.
3.4_La metastasi.

La metastasi (dal greco meta= aldila e statis= posizione) € un processo che si
sviluppa come conseguenza dell’invasivita del tumore maligno che mostra una
crescita disorganizzata, le cui cellule non hanno una forma ben definita e
presentano principalmente i bordi sfrangiati e

appuntltl (Flgura 16) normal gland invasive,

tubules cancerous
A gland tubules

Figura 16: Cellula di un adenocarcinoma (tumore -

ghiandolare maligno) della mammella.

Per metastatizzare, una cellula deve essere in

grado di staccarsi dal tumore primario,
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rompere la lamina basale, perforare il rivestimento endoteliale del vaso
sanguigno e sopravvivere all'interno del torrente circolatorio. Infine, deve
uscire dal vaso sanguigno (extravasazione) per colonizzare un’atra parte del
corpo e cominciare a proliferare dando luogo ad un tumore maligno

secondario.

In Figura 17 e riportato lo schema del processo di metastatizzazione partendo
da un tumore primario ad un organo come il polmone o la vescica. Le cellule
tumorali riescono ad entrare nel torrente circolatorio attraversando 1'endotelio
di un vaso sanguigno o pit comunemente la parete di un vaso linfatico che
termina nel torrente circolatorio. Capita di frequente che le cellule infiltrate nei
vasi linfatici, rimangano intrappolate nei linfonodi, (fungono da filtri
distruggendo batteri e virus grazie ad un reticolo a nido d’ape di tessuto

connettivo e ricco di linfociti) dando luogo a metastasi linfonodali.

cells grow as a benign tumor basal break through basal lamina invade capillary
in epithelium i

(less than 1in 1000 cells will survive
to form metastases)

adhere to blood vessel escape from blood vessel proiiferate to form
wall in liver (extravasation) metastasis in liver

Figura 17: Processo di metastatizzazione di cellule appartenenti ad un tumore primario del
polmone o della vescica.
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Questo processo come si pud capire non é affatto semplice, soprattutto la
sopravvivenza all'interno del torrente circolatorio. Studi su animali hanno
dimostrato proprio questa questione, evidenziando che molto meno di una
cellula su mille riesce a sopravvivere nel vaso sanguigno fino a produrre un

tumore secondario in un altro sito.

Come e gia stato specificato, le cellule tumorali maligne perdono ogni
caratteristica morfologica e funzionale del tessuto d’origine ed in particolare si
comportano come se avessero perso le proprieta principali di una cellula
normale. Infatti, la capacita di metastatizzare pud avercela solo una cellula
tumorale maligna perché le cellule sane se vengono decontestualizzate dal loro
sito di origine, attivano il loro macchinario di morte e subiscono 1’apoptosi,
perché non avvertono piu i segnali peculiari del loro ambiente normale. Le
cellule tumorali pero, riescono a sopravvivere in siti diversi da quello originario
ed € come se non ricevessero pitt i messaggi intercellulari ed il loro apparato

non funzionasse piu per rendersi conto dell’irregolarita.

Un aspetto importante della crescita tumorale & la necessita di avere
un’adeguata quantita di sangue per far aumentare di dimensioni il tumore. Per
permettere questo, le cellule tumorali ricorrono ad angiogenesi, ovvero la
formazione di nuovi vasi sanguigni. Questi nuovi canali riforniscono il tumore

di nutrienti, ossigeno e vie pitl semplici per metastatizzare.

3.5_L’angiogenesi tumorale.

Il processo di angiogenesi genera nuovi vasi che si originano come capillari, a
partire da vasi sanguigni gia esistenti ed avviene in risposta a stimoli ben
precisi. Le cellule endoteliali che devono formare il nuovo capillare crescono dal
lato di una piccola venula gia esistente, sviluppando lunghi pseudopodi che
danno il via alla generazione di un germoglio di capillare che diventa cavo

formando un vaso tubolare (Figura 18).
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Figura 18: Angiogenesi. Formazione di nuovi capillari, da vasi gia esistenti.

Questo processo va avanti finché il germoglio incontra un altro capillare al

quale connettersi per far scorrere il sangue.

Tutto questo avviene per esempio, durante la riparazione di una ferita. Quando
ce ne procuriamo una, si ha un elevato aumento di produzione di capillari nei
dintorni della lesione per soddisfare le necessita metaboliche del processo di

riparazione.

Analogamente, il tumore sfrutta questo processo per crescere. E stato mostrato
che impiantando un piccolo campione di tessuto tumorale nella cornea,
normalmente priva di vasi sanguigni, & possibile notare una rapida crescita di
vasi verso l'impianto dal margine vascolare della cornea. Il tumore mostra
un’improvvisa crescita appena viene raggiunto dai vasi sanguigni.

Figura 19: Crescita

tumorale, grazie
alla formazione di

nuovi vasi

e sanguigni con
* iiv-Angiogenic guignt, ]

B factors successiva

agevolazione a

metastatizzare. 1l
tumore rimarrebbe
delle dimensioni di

e 1 mm senza
Small tumor Sprouting capillary Growing tumor angiogenesi.
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Lo sviluppo & promosso dall’entrata in gioco di alcune proteine, come il fattore
di crescita endoteliale vascolare (VEGF). Nel caso in cui una cellula ha carenza
di ossigeno si ha un aumento della concentrazione intracellulare della forma
attiva di una proteina che regola i geni, chiamata fattore 1 inducibile da ipossia
(HIF-1). Questa proteina stimola la trascrizione del gene del VEGF per
produrne la proteina che diffondendo nel tessuto, agisce sulle cellule endoteliali

vicine. La risposta delle cellule endoteliali fornisce:

1. Produzione di proteasi (enzima in grado di catalizzare la rottura del
legame peptidico, tra il gruppo amminico e quello carbossilico delle
proteine) in modo da aprire una strada attraverso la lamina basale del

capillare o della venula di cui fa parte.
2. Le cellule endoteliali migrano in direzione del segnale.
3. Le cellule proliferano.

4. Le cellule formano dei tubi e si differenziano.
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Figura 20: Meccanismo che controlla la crescita di vasi sanguigni in richiesta di aiuto da parte
delle cellule per mancanza di ossigeno.

Il VEGF agisce selettivamente sulle cellule endoteliali.
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Inoltre, i vasi sanguigni tumorali sono spesso alterati nella struttura e nella
funzione, sono infatti tortuosi e dilatati (Figura 21), scarsi nella componente
cellulare della parete e presentano spesso interruzioni nello strato endoteliale e
nella membrana basale. Queste caratteristiche conducono ad ipossia locale nel

tumore con stimolazione dei fattori pro-angiogenici e rendono difficile il

raggiungimento della massa neoplastica da parte dei farmaci antitumorali.

Figura 21: (A) Vasi sanguigni normali, (B) Vasi sanguigni tumorali.

4. Le terapie contro il cancro.
4.1_Radioterapia e chemioterapia.

Le terapie anticancro agiscono sulle caratteristiche che rendono una cellula
tumorale, diversa da una cellula sana. Le cellule cancerose sono infatti
geneticamente pitt instabili di quelle normali e mancano dei meccanismi di
riparazione del DNA. Le terapie tradizionali contro il cancro fanno uso di
farmaci e radiazioni ionizzanti che danneggiano volontariamente il DNA,
colpendo sia cellule tumorali che non. La differenza sta nel fatto che le lesioni
provocate al patrimonio genetico di cellule sane, possono essere riparate e la

loro proliferazione & bloccata finché il DNA non viene reintegrato, se il DNA
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risulta troppo danneggiato la cellula ricorre all’apoptosi. Le cellule tumorali
invece, hanno difetti in vari punti di controllo del ciclo cellulare, percio
continuano a moltiplicarsi, ma moriranno quasi tutte dopo pochi giorni in
seguito al danno aggravato presente sul DNA che subiranno, quando

cercheranno di dividersi con cromosomi difettosi (Figura 22).
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Figura 22: (A) Effetto delle radiazioni ionizzanti su cellule normali in cui la proteina p53
arresta il ciclo cellulare per permettere la riparazione del DNA oppure inducendo 1'apoptosi.
(B) Effetto delle radiazioni ionizzanti su cellule tumorali aventi un genoma gia danneggiato.

Le cellule vanno incontro a necrosi oppure sviluppano una resistenza al farmaco.

Il problema si pone, quando le cellule sono diventate cancerose in seguito a
mutazioni che le rendono resistenti a questo tipo di terapie. Se da un punto di
vista il debellamento del tumore e fattibile grazie all’instabilita genetica delle
cellule cancerose, da un altro punto di vista si ha, che proprio quest’instabilita
genetica rende la distruzione del cancro difficile. Questo perché a causa
dell’elevata mutabilita delle cellule tumorali, si possono trovare popolazioni di

cellule cancerose maligne eterogenee e quindi risulta difficile che queste
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possano reagire allo stesso modo in risposta ad una terapia ed & percio
improbabile eliminarle tutte con un unico trattamento. In aggiunta, puo
capitare che le cellule tumorali riescano a sviluppare una resistenza al tipo di
terapia al quale sono state sottoposte e non solo. Infatti, sono in grado di
mostrare meccanismi di sopravvivenza anche contro altre sostanza a cui non
sono mai state esposte. Questo fenomeno e ricollegabile con 1’amplificazione di
un gene chiamato Mdrl. Questo gene codifica per una proteina di trasporto
legata alla membrana cellulare e la sua sovrapproduzione pud impedire

"accumulo intracellulare di farmaci lipofili, pompandoli fuori dalla cellula.

Il methotrexate, per esempio, € un farmaco che viene somministrato nei cicli di
chemioterapia, in dosi idonee ai casi di artrite reumatoide, psoriasi e leucemia.
Ha come effetto, I'inibizione dell’enzima diidrofolato reduttasi (DHFR), che
catalizza la conversione dell’acido folico a tetraidrofolato attivo, necessario per
la sintesi del nucleoside timidina. Quindji, il methotrexate inibisce la formazione
di DNA, RNA, thimidilati e proteine, comportando un elevato effetto
citotossico per le cellule che si replicano piu frequentemente, come quelle
cancerose e quelle delle mucose orali e intestinali. Il gene che codifica per
I'enzima DHFR spesso viene amplificato in cellule cancerose trattate con il
methotrexate. Questa amplificazione aumenta enormemente la quantita di

enzima, riducendo la sensibilita delle cellule al farmaco.

4.2_La biologia molecolare per curare il cancro.

I risultati ottenuti dallo studio della biologia cellulare del cancro hanno portato
alla formulazione di terapie mirate alla distruzione delle cellule cancerose in
modo selettivo. L'individuazione delle mutazioni genetiche che conducono al
cancro, sono il punto di partenza per identificare le cellule tumorali rispetto a
quelle sane. Molte terapie ipotizzate si sono rivelate efficaci con la riduzione o

'inibizione della crescita tumorale nei topi. Pero, si sono mostrate inefficaci
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nell'uvomo, a causa degli effetti collaterali negativi o per la difficolta di

somministrazione.

4.2.1 Trattamenti basati sulle modificazioni del gene p53.

Nel paragrafo 2.5.2 si e parlato dei geni virali E6 ed E7 del papilloma virus,
coinvolti nel blocco dell’azione di geni soppressori per il cancro, in particolare
della proteina virale E6 che attacca e distrugge la p53 abbassando le difese della
cellula per la proliferazione, cosicché il virus possa replicare il proprio genoma

indisturbato.

Anche gli adenovirus hanno un comportamento molto simile, ma questi si
replicano all'interno di una cellula finché non raggiungono un numero tale da
farla esplodere per andare ad infettare le cellule vicine. Una strategia
attualmente provata in sperimentazioni cliniche, ¢ quella di modificare un
adenovirus privandolo del gene che codifica la proteina che attacca la p53,
percio questo virus potra replicarsi solo nelle cellule in cui la p53 e gia inattivata
(cellule tumorali). Per cui, se viene iniettato in un tumore proliferera all’interno

di queste cellule distruggendole.

4.2.2_Terapia anti-angiogenica.

Lo studio della terapia anti-angiogenica ha avuto inizio nel 1971, quando il Dr.
Moses Judah Folkman, ipotizzo che inibendo I'angiogenesi il tumore si sarebbe
arrestato perché veniva privato delle sostanze nutrizionali. Cosi, i potenziali
farmaci anti-angiogenesi furono visti come ottimi sostituti della chemioterapia,
considerati i loro bassi effetti citotossici, ma i primi dati ottenuti dalle
somministrazioni di questi farmaci non furono altrettanto esaltanti. Nel corso

degli anni la ricerca non si e arrestata e nel 2004 la Food and Drug

Administration (FDA) ha approvato il primo farmaco inibitore della VEGEF, il
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bevacizumab (Avastin®). In Figura 23 e 24 e riportato l'effetto di riduzione

della massa neoplastica attraverso 'uso di Avastin®.

ATTAINING VEGF INHIBITION MAINTAINING VEGF INHIBITION

O Regresses existing tumor microvasculature** O Inhibits new tumor vessel growth'™™
— Reduces the blood supply critical — Withdrawal may result in vessel regrowth®”
to tumor cell survival® — Clinical trials with Avastin have therefore
— Translent changes to remaining been designed to maintain VEGF inhibition
vasculature may help make twmor cells until disease progression''™®

more sensitive 10 cylotoxic chemotherapy'®'*

Figura 23: Diminuzione delle dimensioni del tumore in seguito all'impiego di Avastin come
inibitore della VEGF, con evidente regressione della vascolarizzazione.

VEGF-ligand

Figura 24: Riduzione della massa tumorale con 1'impiego di un farmaco anti VEGF.

http:/ /www.avastin.com/avastin/hcp/overview /resources/moa/index.html

(link per il filmato che mostra il funzionamento del farmaco Avastin®).

Adesso, viene somministrato durante i cicli di chemioterapia per combattere

alcune forme di cancro come quello colorettale e renale.
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4.2.3 Trattamento della leucemia mieloide cronica.

Rispetto alle terapie illustrate nei paragrafi 4.2.1 e 4.2.2, che sono ancora in fase
di miglioramento, il trattamento contro la leucemia mieloide cronica si e

rivelato efficiente.

Questa malattia e ricollegata nel 95% dei casi alla traslocazione cromosomica
che da origine al cromosoma Philadelphia. Si ottiene cosi, 'unione del gene Abl
con il Ber che porta alla formazione di un gene che codifica per una proteina di
fusione. Abl & una proteina ad attivita tirosin chinasica e la traslocazione del
suo N-terminale normale con quello di Bcr, ne provoca liperattivita, con
conseguente stimolazione di proliferazione dei precursori emopoietici che la
contengono ed inibisce 'apoptosi di queste cellule. Si ha poi l'evoluzione a
leucemia mieloblastica, dato che vengono coinvolti i granulociti appartenenti

alla linea mieloide.

Figura 25: Linea mieloide e
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proteina di fusione Bcr-
Abl, arrestando il processo che porta alla leucemia. Questa molecola STI-571,
chiamata in seguito Gleevec e stata somministrata a 54 pazienti con leucemia
mieloide cronica che avevano gia sperimentato altre terapie senza successo.
Tutti meno uno, hanno mostrato un ritorno della conta dei globuli bianchi al

normale e dopo un anno, per 51 dei 54 pazienti le condizioni di buona salute
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sono rimaste. Purtroppo, gli stessi risultati non sono stati visibili per i pazienti

con la leucemia mieloide ormai nella fase acuta.

BCR-ABL ACTIVE

substrate protein
i signal for cell

= —» proliferation —» LEUKEMIA

oS and survival
- @
acl-i.valing
W phosphate

B(:erAl)l

BCR-ABL BLOCKED WITH GLEEVEC

e

Ber-Abl Gleevec

substrate protein
!

—» nosignal —» NOLEUKEMIA

Figura 26: Il Gleevec si pone nella tasca di legame dell’ATP, del dominio di tirosina chinasi
di Ber-Abl, impedendo alla proteina di fusione di trasferire un gruppo fosfato da ATP su un
residuo di tirosina di una proteina substrato, bloccando il segnale di proliferazione e

sopravvivenza cellulare.

4.3_Terapia genica.

La terapia genica ha come scopo la correzione di una manifestazione patologica,

mediante l'utilizzo di sequenze geniche.

La sequenza genica terapeutica viene detta transgene e puo essere inclusa in
oligonucleotidi sintetici, veicolata nell’organismo da vettori, utilizzati per

ottenere il trasferimento genico nella cellula bersaglio.

Quando ci si trova di fronte a malattie ereditarie o al cancro si deve utilizzare
una strategia di intervento che puo essere o di tipo sostitutivo o additivo, in cui
il transgene deve ricostruire un espressione carente nella cellula bersaglio o

conferire alla cellula una neoespressione.
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La trasduzione, ovvero il trasferimento del materiale genico pud essere

effettuata sia in vitro che in vivo.

La terapia genica in vitro o in ex vivo comprende i seguenti procedimenti

(Figura 27):

Raccolta delle cellule dell'individuo affetto.

Correzione del difetto genetico attraverso il trasferimento del gene corretto
nelle cellule isolate.

Selezione e coltura delle cellule geneticamente corrette.

Trapianto di queste cellule nel paziente, che forniranno continuamente il

prodotto genico mancante.

/ Target oigan 4

r X

Figura 27: Schema dei processi coinvolti nella terapia genica in vitro .

In questo modo, utilizzando le cellule dello stesso individuo non c’é pericolo di

reazioni immunitarie avverse.

La terapia genica in vivo consiste invece nell’introduzione diretta di un gene

correttivo nelle cellule di un certo tessuto. Per introdurlo si & provveduto a
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dividere i vettori in virali e non virali, i quali vengono scelti in base ai tessuti

bersaglio e alla loro ubicazione all'interno del corpo.

4.3.1_Vettori per la terapia genica.
I vettori scelti devono avere determinate caratteristiche quali:

elevata efficienza nel trasferimento del transgene
stabilita di espressione del gene trasdotto
bassa citotossicita

facilita di produzione

Durante il trasferimento genico, il vettore deve superare una serie di barriere
cellulari e la capacita di oltrepassarle determina I’efficienza di trasduzione dei
vari vettori, intesa come percentuale di cellule trasdotte sul valore totale di

cellule esposte al vettore.

Per molti di questi, la possibilita di passare la membrana nucleare una volta
oltrepassata la membrana plasmatica, avviene solo nel momento in cui questa si
dissolve durante la replicazione cellulare; questo sta a significare che per quei

vettori la trasduzione puo avvenire solo per cellule proliferanti.

Quando si parla di terapia in vivo si deve inoltre tener conto delle barriere

extracellulari, delle nucleasi, barriere tissutali ed immunitarie.

L’ideale, sarebbe l'ottenimento di un sistema con elevata efficienza di
trasduzione, minima degradazione intracellulare ed espressione continuativa

del gene terapeutico in modo da diminuire i sintomi della patologia.
4.3.2_Vettori virali.

La potenziale utilita dei vettori virali per la terapia genica puo essere facilmente

intuita se si considera che molti virus durante la loro evoluzione, hanno
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sviluppato meccanismi specifici per trasferire in modo efficiente il loro genoma

all'interno delle cellule ospiti.

Analogamente, si deve considerare che gli organismi suscettibili alle infezioni
virali si sono evoluti sviluppando meccanismi di difesa contro i virus. Cio sta a

significare che nell’ottenimento di questi vettori si dovra tener conto di tre

requisiti:

A l'eliminazione delle sequenze virali responsabili dell’azione patogena.
A lareplicazione autonoma del virus.

A reazioni immunitarie da parte dell ospite.

I principali vettori virali sono: i retrovirus (Figura 28 a) che sono stati i primi ad
essere utilizzati ed attualmente i pit diffusi, poi gli adenovirus (Figura 28 b) e i

virus adeno-associati.
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Figura 28: a) Struttura di un retrovirus. B) Struttura di un adenovirus.

4.3.3_Vettori non virali: I liposomi cationici.

Quando i vettori per il trasferimento del materiale genico sono liposomi
cationici si parla di lipofezione. I liposomi o vescicole lipidiche sono oggetti
globulari costituti da compartimenti acquosi delimitati da un doppio strato

lipidico (Figura 29).
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Figura 29: Esempio di liposoma.

Quando si vuol trasdurre DNA, la strategia
prevede la formazione di complessi tra i liposomi
cationici e gli acidi nucleici che prendono il nome

di lipoplessi. A conferire carica positiva ai

liposomi & la presenza di un lipide cationico, che
tuttavia non é il solo componente lipidico presente
in questo tipo di vettori. Infatti, viene aggiunto un co-lipide zwitterionico che
aiuta la trasduzione facilitando 'interazione con la membrana cellulare ed e per
questo motivo che i lipidi con questa caratteristica vengono chiamati helper-

lipids.

Dato che i liposomi hanno la possibilita di fondersi con la membrana cellulare il
meccanismo di lipofezione puo avvenire sia per endocitosi (Figura 30) che per

fusione.

DNA ‘ Endocytosts\
@ " DNA-Lipid
) Complex

Lipofection Cell
eagent Membrane

Figura 30: Meccanismo d’internalizzazione del contenuto del liposoma attraverso endocitosi.

Il processo di endocitosi provvede genericamente all’introduzione nelle cellule

eucariotiche di macromolecole, particelle di dimensioni elevate e piccole cellule.

Inizialmente la membrana cellulare detta anche plasmalemma si introflette
verso l'interno, formando una piccola piega che successivamente diventa pit

profonda, fino a formare una vescicola in cui vi € contenuto il materiale
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proveniente dall’ambiente extracellulare. Infine la vescicola si distacca dalla
superficie della membrana e migra verso 'interno della cellula. A questo punto
I'endosoma puo liberare il contenuto allinterno del nucleo o nel citosol, oppure
di regola si fonde con un lisosoma dando inizio alla digestione del contenuto
fagocitato. I lisosomi sono infatti degli organelli che degradano e riciclano i
componenti cellulari danneggiati o come in questo caso il materiale introdotto

per endocitosi.

La fusione delle membrane & un processo che avviene quando i doppi strati di
due distinte membrane si uniscono per formarne una continua e questo puo

aver luogo quando i due oggetti sono a stretto contatto.

Per entrambi i metodi di trasduzione & importante che il transgene non rimanga
a lungo nel citosol perché rischia di essere degradato e la terapia non

raggiungerebbe il suo obiettivo.

4.3.4_Terapia genica dei tumori.

I trattamenti farmacologici e radianti convenzionali sono i grado in molte
situazioni, di eliminare fino al 99,9% delle cellule tumorali e nonostante cio
possono rivelarsi inefficaci soprattutto se il tumore e gia nella fase invasiva.
Un’efficacia inferiore al 90% & associata in molti casi ad un insuccesso della
terapia. Purtroppo le efficienze di trasduzione genica applicate in vivo con i
vettori attuali sono inferiori a queste percentuali dato che non sono ancora
presenti vettori, in grado di trasdurre selettivamente le cellule tumorali in siti
metastatici multipli. Percio, la possibilita di inserire transgeni all’interno di
cellule tumorali, risulta attualmente una tecnica applicabile a trattamenti
localizzati. Anche in questo caso, tutte le cellule tumorali presenti nel sito non
vengono trasdotte, quindi & importante estendere la trasduzione anche alle

cellule vicine, sfruttando 1" Effetto bystander, che designa la propagazione

dell’effetto terapeutico anche alle cellule vicine non trasdotte. Gli effetti
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bystender pitt comuni sono quelli dovuti alla produzione di metaboliti tossici
che inducono la morte cellulare, da parte delle cellule tumorali colpite dalla

terapia.

Un ulteriore elemento di tossicita per le cellule bystander e la risposta
immunitaria dell’organismo, che puo essere indotta da alcuni vettori come gli
adenovirus, rappresentando cosi l'unico modo attualmente possibile per
estendere all'intero individuo un effetto antitumorale indotto localmente per
trasduzione genica. Per questo motivo, linteresse maggiore per la

sperimentazione della terapia genica e focalizzato sulla sezione immunologica.

4.3.5_Terapia genica del fenotipo trasformato: sfruttiamo 1’origine genetica

del cancro.

Nei paragrafi precedenti si e gia parlato della genetica del cancro e del
coinvolgimento dei geni critici allo sviluppo di questa malattia, di conseguenza
risulta abbastanza diretto il ricorso alla terapia genica per ripristinare una
normale espressione genica, alterata da mutazioni puntiformi o da

amplificazioni geniche.

Le mutazioni dei geni oncosoppressori (particolarmente presenti nei tumori
ereditari), si comportano generalmente da recessive, mostrando la
manifestazione del fenotipo con la perdita dell’espressione da entrambi gli
alleli. La mancata espressione dei geni p53 o Rbl puo essere colmata
dall’inserzione delle sequenze geniche che li esprimono utilizzando i vettori pitt

idonei.

I proto-oncogeni sono coinvolti nella cancerogenesi in maniera opposta agli
oncosoppressori, quindi 'approccio terapeutico deve essere diverso, mirato a
spegnere o a contrastare I'effetto del gene richiedendo un grado maggiore di

ingegnerizzazione genetica. Un modo per poter inibire I'azione degli oncogeni
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attivati e l'uso di oligonucleotidi antisenso. Questa strategia richiede
I'applicazione di frammenti di DNA di circa 15 nucleotidi che contiene la
sequenza complementare del filamento di DNA (senso) o di mRNA che
interessa la produzione di una certa proteina, quindi I’antisenso si appaia con il

senso o con il filamento di mRNA annullando I'attivita biologica (Figura 31).

Antisense DNA
oligonucleotide
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Figura 31: Strategia antisenso applicata tramite terapia genica, per I'inibizione degli
oncogeni.

La terapia genica puo intervenire anche con l'introduzione nelle cellule
tumorali di geni che possono causare la morte di chi li esprime. I geni di questo
tipo vengono chiamati geni di suicidio, la cui trasduzione rende la cellula
bersaglio sensibile ad un agente tossico. Tipicamente il prodotto di questo gene
€ un enzima che attiva un profarmaco (forma inattiva di un farmaco che viene
attivato dal processo metabolico dell’ospite) trasformandolo in un farmaco
citotossico. Questo processo viene detto suicidio metabolico. La selettivita dei

vettori deve essere chiaramente altissima.

I geni che possono causare la morte cellulare sono molti e per quanto riguarda

la terapia genica, si possono dividere in due categorie:

geni di sensibilita ad agenti citotossici esterni.
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geni che non richiedono trattamenti esterni per causare la morte della

cellula, come quelli coinvolti nei meccanismi che scatenano I'apoptosi.

I geni della prima categoria permettono l'attivazione di profarmaci, sono
generalmente i pitt utilizzati per la terapia genica perché sono noti da piu
tempo, hanno un basso costo e la presenza di metaboliti attivi puod portare

all’uccisione di cellule non trasdotte per effetto bystander (Figura 32).
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Figura 32: Terapia genica attraverso il “gene suicida”. Nella prima fase viene introdotto il
gene che codifica un enzima in grado di attivare un profarmaco. Nella seconda fase viene
introdotto il profarmaco che si converte a farmaco citotossico portando alla morte cellulare.
L’efficacia di questa terapia viene amplificata con I’effetto bystander, in cui si ha il
trasferimento del metabolita attivo anche alle cellule tumorali vicine.

Questo tipo di terapia mira soprattutto a trasdurre cellule tumorali in vivo in
situazioni in cui la malattia é circoscritta e raggiungibile, come i tumori primari.
Attualmente l'asportazione di tumori primitivi, viene risolta chirurgicamente,
ma esiste un gruppo di tumori primari che presenta dei problemi per la
radicalita chirurgica, come i tumori del sistema nervoso centrale, quali i gliomi.
La crescita infiltrante nei tessuti cerebrali circostanti, comporta una difficile
rimozione chirurgica del tumore senza evitare danni cognitivi o di controllo del
paziente. Percio, la localizzazione anatomica di questi tumori circondati da
cellule normali non proliferanti (neuroni), ne fanno un bersaglio ideale per
quest’approccio terapeutico soprattutto se si considera che i farmaci attivati

sono in gran parte attivi solo su cellule proliferanti.
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4.3.6_Terapia genica per i tessuti normali.

La terapia genica puo essere utilizzata non solo da un punto di vista di attacco
alle cellule tumorali, ma anche come meccanismo di difesa delle cellule normali
dai danni effettuati dalle terapie antitumorali, inserendo nei tessuti normali i

geni di resistenza ai farmaci.

La resistenza ai farmaci tumorali che si manifesta in molte forme neoplastiche
dopo il trattamento e un fattore critico per il successo della terapia (paragrafo
4.1). Alcuni geni chiamati in causa dalle cellule tumorali che sviluppano una
resistenza ai farmaci, sono stati studiati ed utilizzati per trasdurli nelle cellule

sane, per poter resistere a cicli intensi di antitumorali.

Tutti i tipi di cellule danneggiate dai farmaci sono possibili bersagli per la
terapia genica di protezione. Nei tessuti in cui e presente un attiva
proliferazione sono preferite le cellule staminali piuttosto che elementi
terminali, potendo consentire una naturale espansione del transgene in poco

tempo.

Per adesso, non sono molti i sistemi ed i tessuti raggiungibili. Gli studi piu
recenti si occupano soprattutto della trasduzione generalizzata della mucosa

intestinale, del parenchima epatico o del sistema nervoso centrale.

4.3.7_Terapia genica antiangiogenica.

L’obiettivo principale e l’espressione continuativa di molecole in grado di

ostacolare ]’angiogenesi tumorale, con limitati effetti collaterali.
Questo e possibile attraverso due strategie:

trasduzione di geni che codificano per molecole in grado di interferire

con i segnali proangiogenici.
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trasduzione di geni che incrementano segnali inibitori.

La terapia genica antiangiogenica, rispetto ad una terapia convenzionale con
somministrazione sistematica di farmaci antiangiogenici, puo ridurre il rischio
di effetti collaterali (dolori e rigidita muscolari ed in casi particolari di
somministrazione prolungata anche una riduzione della crescita ossea), con
appropriati vettori dovrebbe portare ad una somministrazione selettiva nelle

cellule bersaglio.

Le prospettive future per questa terapia, riguardano l'aumento dell’efficienza e
della selettivita della trasduzione genica, per assicurare una maggior durata

dell’espressione genica della sequenza terapeutica.

4.4 _Terapia immunologica.

Il padre dell'immunoterapia ¢ indubbiamente William B. Coley (Figura 33),
medico e scienziato statunitense che alla fine del 1800 riusci a provocare la
regressione e la scomparsa di tumori ormai nello stato avanzato, sfruttando la

risposta immunitaria dell’organismo.
Figura 33: William B. Coley (al centro), nel 1892.

Coley effettud6 molti studi su pazienti che in
seguito ad infezione da streptococco, erano
guariti dal tumore e nel 1891 curd6 un suo
paziente, Mr. Zola (Figura 34), malato di cancro
alla gola e alle tonsille, iniettando direttamente

nella massa neoplastica 1'erisipela (infezione

acuta della pelle, che coinvolge il derma

profondo, causato da batteri piogeni, dei quali il
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principale responsabile e lo Streptococcus piogene), registrando la totale
scomparsa del cancro. Coley documento lo stato di salute di Mr. Zola fino ad

otto anni dopo la guarigione.
Figura 34: Mr. Zola, paziente di William Coley.

Quindi, considerata I’evidente relazione tra 1" infezione
che oltre a provocare una febbre molto alta causava la
regressione del tumore; Coley comincid a curare i

malati di cancro con quella che e stata chiamata la

‘Tossina di Coley’ o il ‘Vaccino di Coley’, una

combinazione di due batteri; lo Streptococcus piogene e

la Serratia marcescens, ottenendo moltissimi successi.

Nonostante cio, durante la sua carriera, Coley fu duramente criticato dai
colleghi ed in seguito alla scoperta dei raggi x che permettevano una diagnosi
tumorale precoce, I'interesse per le sue scoperte diminui notevolmente. Pochi
anni dopo la sua morte, la figlia Helen Coley Nauts pubblico i risultati ottenuti
dal padre durante la sua carriera e nel 1945 scrisse un articolo intitolato “The
treatment of malignant tumors by bacterial toxins as developed by the late
William B. Coley, M.D., reviewed in the light of modern research”
ripercorrendo la storia del padre. In Tabella 3 sono riportati i dati pubblicati da

Helen, tratti dall’articolo citato.
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Enp Resurts oF 484 Cases or Mavicnant Disease wite HisroLocic Covrigmation v Ween
CoLey's Toxins Were Usep

Inoperable Operable

Total no. Five year Five year

Type of tumor cases Taotal survivals Total survivals
Carcinoma 69 45 15 24 21
Malignant melanoma 24 19 4 5 3
Bone sarcoma 205 98 37 107 51
Soft parts sarcoma 123 91 53 32 25
Lymphasarcoma 49 45 24 4 4
Hodgkin's Disease 14 14 1 1] 0
Total 484 312 134 172 105

In compiling this table the following cases were excluded: a) B0 that lacked definite histologic confirma-
tion: b) 55 cases of giant cell tumor because of the difficulty in determining which of these were malignant;
¢} 32 cases in which complete regression cccurred but which were followed less than five years.

Of a total of 312 inoperable cases there were 190 complete regressions. Of the total of 239 five vyear
survivals, 101 were treated by Coley and 139 by other physicians, It should be noted that 15 of the five
year survivals subsequently died of the disease, & of which were inoperable and 7 operable, when toxin therapy
was instituted,

Tabella 3: Dati relativi agli studi effettuati da William Coley all’inizio del ‘900, su pazienti
malati di tumore.

N

E lecito chiedersi: Che cosa & coinvolto nell'infezione, per provocare la

regressione tumorale?

William Coley non l'aveva capito, ma sperimentalmente aveva trovato
quest’associazione. Chiaramente, la risposta a questa domanda e pervenuta di
recente, grazie alla riscoperta di questi studi, alle moderne tecniche di analisi e
alla conoscenza della biologia molecolare che si & accumulata negli anni. E
sconvolgente pensare che I'attenzione per questa materia si sia focalizzata solo
dopo tanti anni dalla morte del fondatore dell'immunoterapia, portando pero in

pochissimo tempo dei risultati entusiasmanti.

Ripercorrendo la storia dell'immunoterapia, negli anni '70 si riproducono gli
studi di Coley, sfruttando il bacillo di Calmett e Guerin (BCG). II BCG e un
ceppo di bacilli della tubercolosi bovina che in seguito a numerosi passaggi su
terreni di coltura, costituiti da normali patate trattate con sali biliari, ha perso
quasi completamente la sua virulenza. Questo bacillo, ha pero un effetto
stimolante sulle reazioni immunitarie dell’organismo ed e per questo che e stato

usato per il trattamento di neoplasie. II BCG venne iniettato direttamente in
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tessuti cancerosi (procedura sperimentale di Coley) e non, riportando delle

differenze nella risposta immunitaria da parte dell’organismo.

Analizziamo per primi, i risultati ottenuti da questi studi per 'iniezione di BCG

in tessuti sani (Figura 35):

Figura 35: Somministrazione del

BCG in tessuti sani.

Dopo la somministrazione, si
ha la mobilitazione del calcio
da parte della fosfolipasi C
con la quale sono

complessati alcuni recettori

cellulari presenti sulla superficie batterica. Il calcio, attiva la fosfolipasi A2 (un

enzima che riconosce il legame sn-2-acil dei fosfolipidi e ne induce 1'idrolisi, con

formazione di lisofosfolipidi) si genera la Lisofosfatidilcolina (Liso-Pc) a partire

da Fosfatidilcolina.

Liso-Pc e un attivatore dei macrofagi, detti anche istiociti che hanno la funzione

di fagocitare particelle estranee, compresi i microrganismi per distruggerli. Lo

step seguente prevede che la lisofosfolipasi trasformi la Liso-Pc in un composto

inerte.

Se il BCG viene iniettato in un tumore (Figura 36), la risposta e diversa.

BCG

52

Figura 36: Somministrazione di BCG

direttamente nei tumori.

La fosfolipasi A2 porta un
alchilposfolipide a liso-
alchilposfolipide e dato che le
cellule tumorali hanno

caratteristiche chimico fisiche
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diverse da quelle sane, I'intervento della lisofosfolipasi D produce alchilgliceroli

come il dodecilglicerolo (DDG) e non un composto inerte.

I1 DDG e un potente attivatore dei macrofagi, circa 400 volte superiore alla Liso-
Pc. Anche se i prodotti hanno caratteristiche diverse, in entrambi i casi i
macrofagi sono coinvolti, percid quest’esperimento fa presupporre che dietro
all’eradicazione delle cellule tumorali attraverso 1'uso di batteri, ci sia l'attivita
degl’istiociti.

N

Per studiare questo comportamento nel particolare, ¢ stato esaminato il
processo in vitro, prendendo una coltura cellulare in cui sono presenti
macrofagi, Liso-Pc o DDG, linfociti T e B creando cosi un piccolo sistema
immunitario. Si ottiene l'attivazione dei macrofagi che non si osserverebbe se i
linfociti non fossero presenti. Di conseguenza, Liso-Pc e DDG agiscono sui
linfociti T o B che a loro volta attivano i macrofagi. In seguito e stato scoperto
che vengono inizialmente attivati i linfociti B, poi i linfociti T ed infine

gl'istiociti.

In realta non si tratta solo di questo, perché se l'esperimento in vitro viene

condotto in assenza di siero, non si ha nuovamente I’attivazione dei macrofagi.

Quindi, per avere in vitro lo stesso risultato ottenuto dalla somministrazione del
bacillo di Calmette e Guerin in vivo, devono essere presenti nella coltura

cellulare:
Macrofagi
Linfociti T
Linfociti B
Siero

Liso-Pc o DDG
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Infatti, € coinvolta in questo processo anche una proteina chiamata “Gc-
globulina” (group specific component) o “proteina che lega la Vitamina D”

presente nel siero.

Figura 37: Struttura cristallografica della

proteina Ge.

E una proteina simile all’albumina e
pesa 51-58 KDa con la funzione di
legare e trasportare la Vitamina D nel

sangue e funziona anche da

“scavanger” di actina, entrando in

gioco quando altre cellule sono andate in contro a necrosi.

Ma il ruolo pitt importante della proteina Gc per quanto riguarda il suo
coinvolgimento nell’attivazione dei macrofagi ¢ quello di essere il precursore

della GeMAF o DBPMAF, I'attivatore deglistiociti.

La proteina Gc e costituita da una catena polipeptidica di 458 amminoacidi
divisa in tre domini. In posizione 420 & presente una treonina con attaccato un
N-Acetil-Galattosammina (GalNAc) legato ad una molecola di Galattosio e di
Acido sialico. I linfociti B (pre-attivatori) richiamano I'attenzione dei linfociti T,
togliendo alla proteina Gc il Galattosio. Dopo, le cellule T eliminano 1’Acido
sialico facendo rimanere solo il GalNac. Con queste modifiche si ottiene la

GcMAF (Figura 38).
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ﬁ;ﬁ-ﬁﬁ?ﬁ ‘gf: sialidase

B cells* of T cells
¢ ¥

Gc protein Macrophage activating
factor (MAF)

Figura 38: Trasformazione della proteina Gc in GEMAF, attraverso 1’azione dei linfociti B e T.

Gia con 10 picogrammi di GcMAF si ricava una risposta potentissima da parte

dei macrofagi in grado di riconoscere piccole variazioni nelle cellule.

Nonostante tutte le caratteristiche gia elencate che fanno del tumore una
malattia mutevole e difficile da debellare, c’e un ulteriore aspetto che mostra
come il cancro sia un clone mutante che cerca di sopravvivere all'interno di un
organismo. Infatti, non sempre si riesce ad eradicare tutte le cellule tumorali
con un infezione, anche se i pre-attivatori e la Ge-MAF sono composti che si
formano all'interno del nostro organismo. Questo avviene perché i pazienti
malati di cancro hanno nel plasma una quantita eccessiva di un enzima che si
chiama N-Acetilgalattosamminidasi (Nagalasi) che inibisce la formazione di
GcMAF. In pit, all’aumentare delle dimensioni del tumore, si ha un aumento di
Nagalasi nel plasma. Praticamente questo enzima taglia il GalNac quando

ancora sono legati il Galattosio e 1’Acido sialico (Figura 39).

a-N-acetylgalacto-
saminidase
(Nagalase)

.

Gc protein Deglycosylated Gce protein

Figura 39: Funzionamento dell’enzima Nagalasi.
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In questo modo il Nagalasi impedisce la formazione di GcMAF da Gc protein.
Pero, questo enzima agisce sulla proteina di partenza e non sull’attivatore dei
macrofagi, quindi se si somministra direttamente la GcMAF si puo ottenere

I'effetto terapeutico ricercato.

Controllando il livello di Nagalasi nel sangue e possibile monitorare la
regressione del tumore, essendo direttamente proporzionali. Le curve riportate
nel grafico sottostante provano la scomparsa di diversi tipi di tumori in seguito

a trattamenti effettuati con GeMAF nel 2008.
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Figura 40: Diminuzione dei livelli di Nagalasi nel plasma di pazienti malati di cancro, trattati
per 50 settimane con GcMAF.

Riassumendo; il GcMAF ha la capacita di:
Attivare potentemente i macrofagi.

Quando viene somministrato direttamente alle cellule tumorali, ne

inibisce la formazione.
Inibisce I’angiogenesi tumorale.

La forza di questa terapia & l'origine immunitaria. Essendo la risposta

dell’organismo ad uno stimolo, non ha effetti collaterali ed e altamente selettiva.
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Le prove della sua attendibilita sono state effettuate ottenendo la scomparsa del
tumore su pazienti con cancri ormai nello stato avanzato e metastatico (Figura

40). Sicuramente, la migliore cura per il cancro.
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