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ABSTRACT

Exposure to ionizing radiation and other genot@gents induces DNA damage (e.g.,
double strand breaks, DSBs). The cells can triggBA repair, cell cycle arrest and
programmed cell death to maintain genomic integityese events depend on the phase of
the cycle, the exposure, the environment, the éxtethe damage and the radiosensitivity of
the particular cellular system under analysis. Tledular response involves a complex
"network" of events inducing mechanisms able toirePNA DSBs, that can lead to changes
in gene expression profiles and tumorigenesis.

The purpose of this work is to study the relatiopdsetween genetic background and
the cellular response after primary DNA damage.particular, we studied the cellular
response after X-rays exposure in Ataxia Telangat(AT) lymphoblastoid cell lines that
differ for several mutations in the ATM gene. ATaisare genetic neurodegenerative disease,
caused by the lack of functional ATM kinase. Irsthontext, we focused on the role of some
proteins, such as p53, on repair of DNA damagemesns its inhibitor pifithryre (PFT-a).

The stability genomic control has also been studrechuman cell lines such as
lymphocytes and primary fibroblasts, after expodorénizing radiation in different phases
of the cell cycle. Other studies described in ditere suggest that apoptosis has a selective
role in the removal of cells bearing unstable chwsamal aberrations (dicentrics). The two
cellular systems are very different in terms oftamacal, histological and functional, and
these differences are also reflected in their restig phenotypes. The fibroblast cell system,
chosen for this work, allows to compare the reswits those obtained in the lymphocytes.

In addition, preliminary studies on the inductidnh@stone variany-H2AX have been
led on Chinese hamster cell lines. In particula #malysis was focused grH2AX foci
induced by different chemical and physical agentsrder to relate the type of DNA damage
caused by different agents and its subsequentrrepdi to determine the involvement of
histone H2AX at the various stages that lead taekelution of DNA damage.

By the analysis of the collected data, we can calecthat the cellular response differs
depending on cell type, the phase of the cell cytlen DNA damage occurs, the agent used
for its induction and the several mutations in de¢ective gene. Therefore this study shows
the importance of studying the cellular response faow this response controls the genomic

stability. This has relevance not only in basicesesh but also in the field of potential anti-



cancer therapy or treatment for genetic syndromiés genomic instability, such as Ataxia

Telangiectasia.



INTRODUZIONE

Il danno indotto al DNA nucleare dalle radiaziomnizzanti, cosi come da altri agenti
genotossici, influenza il manifestarsi di vari tipirisposta, tra cui, la riparazione, l'arrestd de
ciclo e la morte cellulare programmata, che mardead’integrita del genoma. Ciascuno di
guesti eventi puo dipendere dalla fase del ciclocim si trova la cellula al momento
dell’'esposizione, dall’ambiente, dalla consistered danno e dalla radiosensibilita dello
specifico sistema cellulare preso in esame. Laosispcellulare comprende un complicato
“network” di eventi, soprattutto quando e implicata lesioni estremamente citotossiche,
come le rotture a doppia elica che possono condukreri e propri cambiamenti nei profili
dell’'espressione genica, e anche nella sintedia elgradazione e nella localizzazione delle
proteine.

Lo scopo di questa tesi di dottorato era quellstddiare la relazione tra il background
genetico e la risposta cellulare in seguito al dapnmario al DNA. A tal fine, in questo
lavoro sperimentale sono stati utilizzati diversteami cellulari di mammifero.

In particolare, la risposta cellulare dopo I'esp@Bie ai raggi X € stata analizzata in
linee cellulari linfoblastoidi di Ataxia Telangiexgtia che differiscono per la mutazione nel
gene ATM, responsabile della sindrome. Difetti gemeche compromettono la risposta
cellulare al danno al DNA portano generalmente reglabilita genomica, ipersensibilita a
specifici agenti danneggianti e predisposizioneagcro. Lo studio delle sindromi genetiche
che manifestano queste anomalie e il sistema zdilizdal mondo scientifico per cercare di
comprendere i numerosi interrogativi che ancoreocidano I'origine di queste malattie. In
guesto contesto volevamo definire meglio il ruolp alcune proteine implicate nella
riparazione del DNA, quali p53, modulandola corsup inibitore, la pifitrinaa (PFT-0).

Il controllo della stabilita genomica e stato saidianche in linee cellulari umane quali
i linfociti e i fibroblasti primari, dopo esposizie a radiazione ionizzante in diverse fasi del
ciclo cellulare. Tale studio si inserisce in un te®bo pil ampio in cui secondo vari studi
precedenti I'apoptosi elimina selettivamente lelutel che portano aberrazioni instabili
(dicentrici e ring) rispetto a quelle con aberrazistabili (traslocazioni bilanciate). | linfociti
di sangue periferico costituiscono il sistema daflel umano d’elezione mentre i fibroblasti
costituiscono una linea cellulare di interessedbidiogico e clinico nel momento in cui si

considerano le implicazioni del danno genetico nmb#o radioterapico oltre che in quello



della normale esposizione ambientale. | due sistahilari sono profondamente diversi dal
punto di vista anatomico, istologico e funzionaldaé differenze si riflettono anche nei
rispettivi fenotipi neoplastici. Il sistema celludadei fibroblasti, da noi scelto per tale lavoro,
fornisce la possibilita di comparare i risultatiestuti con quelli nel sistema linfocitario poiché
sono cellule umane normali, non immortalizzatej pu® sfruttare la confluenza, dove la
crescita si arresta per il fenomeno di inibiziomecdntatto, per mimare la fase GO del ciclo
cellulare.

Inoltre, linee cellulari di hamster Cinese sondestdilizzate per studi preliminari sulla
fosforilazione della variante istonica H2AX fosfata indotta da parte di diversi agenti sia
chimici che fisici che differiscono per il tipo danno indotto al DNA, allo scopo di mettere
in relazione il tipo di danno indotto dai diversgeati, la sua segnalazione e la sua
conseguente riparazione con il fine di determinlaceinvolgimento dell'istone H2AX nelle
varie fasi che portano alla risoluzione del dannbNA.

Nei vari sistemi cellulari diversi sensori dellsposta al danno al DNA quali le
proteine ATM, p53 e 'H2AX fosforilato sono statnalizzati per il loro coinvolgimento nei
processi di riparazione, morte cellulare per apsiansorgenza di danno cromosomico.

Dall'insieme dei dati possiamo concludere che $pasta cellulare si diversifica a
seconda del tipo cellulare, della fase del ciclecum avviene il danno al DNA, dell’agente
utilizzato per la sua induzione e della mutazioresente nel gene difettivo. Da questo studio
emerge quindi chiaramente I'importanza dello studkbta risposta cellulare e di come questa
controlli la stabilita genomica. Tutto cio ha unl@wanza non solo nella ricerca di base ma
anche nel campo delle potenziali terapie sia anvtali, sia per le sindromi genetiche ad
instabilitd genomica, quali I'’Ataxia Telangiectasia



CAPITOLO 1: LE RADIAZIONI IONIZZANTI E IL
DANNO CITOGENETICO

1.1 Caratteristiche delle radiazioni

Le radiazioni possono essere definite come rachaakettromagnetiche o radiazioni
corpuscolari. Le radiazioni elettromagnetiche soamtterizzate dalla presenza di un campo
elettrico e un campo magnetico, mutuamente perpeladi, che variano ciclicamente nel
tempo da un minimo a un massimo. | principali patihthe definiscono la radiazione sono:

* Lalunghezza d’ondaX(), ossia la distanza tra due massimi dell'onda;

* La frequenza ), ossia il numero di lunghezze d’'onda che sicmaho in un

determinato intervallo temporale (secondo);

* L’intensita, ossia quante volte un campo e piunsterispetto ad un altro preso

come riferimento;

* La velocita di propagazione della radiazione ), pari a circa 300.000 km/s nel

vuoto.

L’insieme delle radiazioni in un ampio intervallo fdequenze viene definito spettro
elettromagnetico. La teoria quantistica prevedauilismo onda-particella e percio le onde
elettromagnetiche possono essere considerate gliwtfetti come particelle, i fotoni, aventi
un’energia proporzionale alla frequenza della radr@e. Per questo motivo possono essere
considerate delle radiazioni corpuscolari, tenecaiato del fatto che i fotoni sono particelle
avente massa a riposo pari a zero; anche se iogmolper radiazioni corpuscolari si
intendono i fasci di energia composti da particallenti massa a riposo diversa da zero come
I protoni, i neutroni e gli ioni di atomi o moleeo(Migliore, 2004). Anche se i diversi tipi di
radiazioni ionizzanti hanno differenti modelli diascio di energia e diverso potere di
penetrazione, non c’e una proprieta che differeneiaadiazioni ionizzanti prodotte da
sorgenti naturali. Da questa affermazione si dedieele sorgenti usate in laboratorio sono
altamente comparabili alle sorgenti naturali, daratquesto molto importante sotto I'aspetto
della protezione e della prevenzione. Dal mometi® le radiazioni si interpretano come
onde I'energia viene misurata come densita di patensi indica con il simbolo S e viene
misurata in Watt/metro quadrato (WJmed essendo interpretate anche come particelle

'energia di ognuna di esse viene misurata in Elettolt (eV), ma naturalmente I'energia
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misurata in un modo o nell’altro € sempre la steksaadiazioni si misurano mediante varie
unita di misura, ma le piu comunemente usate sono:

* Gray (Gy), che e l'unita di misura della dose dsiarper le radiazioni ionizzanti
nel Sistema Internazionale (Sl). Questa unita raidiegnergia assorbita da una
massa di materiale biologico pari a 1 Kg; 1 Gy=aldkXg;

* Rad (Radiation absorbed dose), vecchia unita d¢ dostituita dal Gray; 1 Rad=
0,01Gy.

La velocita con cui avviene il processo di ionizeae di un materiale e influenzata
dalla massa, dalla carica e dalla velocita delktigedle ionizzanti. Una radiazione che incide
Su un tessuto biologico provoca la ionizzaziondidggmi e delle molecole con conseguente
emissione di elettroni; questi elettroni cedonorgideal tessuto circostante lungo il loro
percorso, e la quantita di energia ceduta per ogoiometro di percorso e chiamata Linear
Energy Transfer (LET) ed & misurata in keV/um. fitefcia biologica delle radiazioni
dipende dalla quantita di energia trasferita alluta e i suoi effetti complessivi sono una
funzione del LET. In funzione del LET, le radiazipossono essere classificate in due grandi
categorie: ad alto LET, come i protoni e le patkce, o a basso LET, come i raggi X e le

radiazioniy.

1.2 Effetti biologici a livello cellulare e molecolardelle radiazioni ionizzanti

Gli effetti biologici provocati dalle radiazioni mizzanti, al contrario di quelli indotti
da composti chimici, in una prima fase di interagicon la materia sono caratterizzati dal
fatto di essere indipendenti dal metabolismo, deloccellulare, dalla complessita della
cellula e dell’organismo esposto a radiazioni. mbamenti biologici avvenuti nella cellula
sia per azione diretta che indiretta non si matafes immediatamente, ma solo dopo un certo
periodo di tempo, il periodo di latenza, che pusees di ore 0 anni come nel caso di cancro
indotto da radiazioni o di generazioni quando ihma viene indotto nelle cellule germinali.
Gli effetti sul materiale biologico sono stati satdsia a livello molecolare (DNA, RNA,
proteine) sia a livello cellulare (membrane, cisgoha, nucleo).

A livello molecolare la maggior parte delle consegge biologiche delle radiazioni
sono il risultato finale sia del danno primarioDMIA che dei processi di riparazione da esso
attivati. Le radiazioni ionizzanti provocano il tiisco e I'eliminazione di basi azotate con
conseguente formazione di siti apurinici e/o apdlimci tramite processi che vedono

coinvolti i radicali liberi. Questo tipo di dannai@ essere letale negli organismi monocellulari
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e, Si pensa, costituisca una lesione che precettiazione genica nel DNA dei mammiferi.
Altri tipi di lesioni indotte per ionizzazione sonotture a singola elica (SSBs), rotture a
doppia elica (DSBs) e legami crociati tra due figartn di DNA o0, negli eucarioti superiori,
anche tra DNA e proteine.

Le SSBs avvengono in seguito all'idrolisi del legafosfodiesterico e all’eliminazione
di un gruppo fosfato attraverso un meccanismo oinevolge i radicali liberi OH° dell’acqua.
Studi hanno dimostrato che DNA disidratato subisice numero di SSBs direttamente
proporzionale alla dose di radiazione somministrdtameccanismi cellulari riparano
efficientemente questo tipo di danno, ma qualo@ rmdon dovesse avvenire insorgono
mutazioni.

Le DSBs rappresentano il danno piu severo inddtiDNA e il loro meccanismo di
riparazione e complesso; quando non vengono rigparaengono riparate non correttamente
causano aberrazioni cromosomiche strutturali, abes@no essere causa di morte cellulare,
trasformazione neoplastica o gravi anomalie gehetiQuesto tipo di rotture pud verificarsi
sia per azione diretta che per azione indirettdededdiazioni. L'effetto diretto e stato
dimostrato in studi condotti su DNA disidratato ch@nno messo in evidenza una
proporzionalita diretta tra dose di radiazione sanstrata e numero di rotture. Al contrario,
in soluzione acquosa € stata osservata una retazitwse-effetto di tipo quadratico
suggerendo chan vivo, le DSBs siano principalmente provocate o da dukcali liberi
prodotti dalla radiazione che interagiscono tra&,Jar come conseguenza di due rotture sulle
singole eliche opposte ma abbastanza vicine dafessawisi come una rottura della doppia
elica.

| legami crociati si originano dall’interazione tradicali radioindotti nelle basi del
DNA e possono dar luogo, con bassa frequenzaaaietga eliche di due molecole distinte o,
in una sola molecola, all’alterazione della suatsira secondaria. Gli RNA sono stati meno
studiati rispetto al DNA, ma sembra che siano nrawiosensibili e che il danno prodotto sia
meno rilevante. Le proteine che possono subire idaono sia proteine con funzione
strutturale sia quelle che agiscono come comporaginici nelle reazioni biochimiche,
ossia enzimi, alterandone sia la sequenza ammiafioaathe la struttura; tuttavia la presenza
nelle cellule di numerose copie proteiche e la Bintesi continua fanno si che gli effetti delle
radiazioni sulle proteine siano comunque limitati.

A livello cellulare si riscontrano numerosi effgttiodotti dalle radiazioni ionizzanti. |
radicali liberi prodotti dalle radiazioni possonotdragire con le membrane plasmatiche

tramite i processi di perossidazione lipidica eidegone dei gruppi sulfidrilici proteici. Le
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radiazioni inducono sulle membrane una riduzionkadtuidita: a basse dosi (1-50 Gy) si

verifica una variazione della permeabilita cellalagli ioni, mentre ad alte dosi (100-200 Gy)
si ha un aumento della permeabilita passiva. Lexxaxhi possono alterare i siti di ancoraggio
del DNA alla membrana; questo effetto potrebbe,ua solta, produrre una lesione o
un’alterazione delle normali funzioni metabolicled DNA.

Recentemente, esperimenti condotti irraggiandoodarspecifico (tramite irraggiatori
puntiformi per radiazioni corpuscolari) compartirtiesellulari come il nucleo o il citoplasma
hanno dimostrato un fenomeno oggi noto come “effelitystander”. esso consiste
nell'induzione di mutazioni a seguito dell'irraggianto del solo citoplasma, in cellule non
irraggiate, ma “vicine” a cellule irraggiate. Tdenomeno e stato osservato ancheivo su
topi irraggiati schermando una parte del corpo (@dao et al. 2008). Le sue basi molecolari
non sono state ancora completamente caratterizeadediversi studi sono oggi mirati
all'isolamento di mediatori biochimici diffusibik alla comprensione del ruolo giocato dalle
comunicazioni intercellulari tramite gap junctions.

Numerosi studi sono stati condotti per comprendareapacita delle radiazioni di
indurre mutazioni in cellule somatiche e per avar®rmazioni sul tipo di mutazione
provocato. Le radiazioni fanno parte dei cosidd&genti clastogeni”, in grado di indurre
alterazioni nella struttura cromosomica; radiazeahialto LET provocano un danno maggiore
rispetto a quelle a basso LET. Le aberrazioni csomoche presentano delle caratteristiche: il
tipo di aberrazione dipende dalla fase del cicldutae in cui si trovano le cellule al
momento dell'irraggiamento; le aberrazioni si measiéno nella mitosi successiva
all'irraggiamento; molti tipi di lesione posson@aombinarsi senza dare luogo ad aberrazioni;
mentre invece le lesioni non riparate o riparaten morrettamente daranno origine ad
aberrazioni.

Un parametro da lungo tempo studiato per misutafietto delle radiazioni ionizzanti
sul materiale vivente e la radiosensibilitd deii g cellulari e la capacita riproduttiva. Si
possono verificare due fenomeni: la morte ripradaté la morte cellulare per apoptosi.

La morte riproduttiva (o morte mitotica) consistdla perdita di capacita riproduttiva
e di divisione delle cellule attivamente prolifeianome le cellule staminali, le cellule
ematopoietiche e le cellule coltivate in vitro. tapacita di una singola cellula di dividersi
indefinitamente e dare origine a una colonia catkilé una prova dell'integrita della cellula
stessa; la perdita di tale funzione in relaziome ébse di radiazione é descritta dalle curve di
sopravvivenza delle popolazioni irraggiate che rappntano la relazione tra la dose di

radiazione e il numero di cellule che sopravvivono.
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La morte cellulare per apoptosi consiste in unee skreventi a cascata che inducono le
cellule ad una “morte programmata” ed € un mecoamimdispensabile durante lo sviluppo
embrionale, come anche nell’adulto per evitare rigiferazione di cellule che potrebbero
andare incontro a trasformazione neoplastica. &g € suddivisa in due fasi principali: in
una prima fase avviene una frammentazione del DNA diviene fortemente condensato e
forma delle piccole masse ricoperte di membran#a rseconda fase le cellule apoptotiche
vengono riconosciute e fagocitate dalle celluleaeelnti. In cellule esposte a radiazioni
ionizzanti si osserva un aumento della frequenzzeliiile apoptotiche. Inoltre, in un tessuto
irraggiato si osserva una diversa distribuzioneledekllule apoptotiche: in assenza di
irraggiamento le cellule apoptotiche sono presengjruppi separati, dopo l'irraggiamento si
osservano distribuzioni casuali delle cellule aptphe nel tessuto. L’alterazione dei processi

apoptotici da parte delle radiazioni € un precockcatore della radiosensibilita cellulare.

1.3 Effetto delle radiazioni in relazione al ciclo cellare

Lo studio degli effetti delle radiazioni su celldemammifero ha permesso di stabilire
una relazione fra radiazione, ciclo cellulare ergzione (Pawlik et al. 2004). Le fasi M ¢ G
del ciclo cellulare risultano le piu sensibili, nienla fase S € la piu radioresistente per la
componente istonica che si complessa con il DNAragipassaggi del ciclo cellulare o per la
presenza in essa di piu gruppi sulfidrilici rispedila mitosi e alla fase,GLa regolazione del
ciclo cellulare & sotto il controllo genico: le ikafasi sono condizionate dal completamento di
guella precedente (Wojcik et al. 1996). | checkfgsono i punti di controllo da cui dipende
il passaggio delle cellule al livello successive. tomponenti fondamentali dei checkpoints
sono le cicline e le chinasi ciclina-dipendente KJ2he associandosi tra loro regolano le
transizioni tra le varie fasi del ciclo cellula®1, S, G2 e M (Arellano and Moreno, 1997;
Israels and Israels, 2000). Le cicline sono preteimtetizzate e degradate con andamento
periodico lungo il ciclo cellulare. L'attivita dell cicline & essenziale per I'entrata e la
progressione in fase G1, per la replicazione deAlNper completare la mitosi. Le cicline
interagendo con le chinasi formano complessi attilina-chinasi, di cui le cicline
forniscono la componente regolativa e le chinagllgucatalitica, in grado di fosforilare
substrati specifici nelle diverse fasi del cicldldare. La famiglia delle cicline puo essere

suddivisa in due classi principali:
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» le cicline della fase G1-S (cicline C, D1-3, ed fe)mano specifici complessi
ciclina-chinasi in grado di fosforilare dei substramplicati nella progressione
attraverso la G1 e nella transizione G1/S;

* le cicline della fase G2-M (cicline A e B) coinwltnella regolazione della
transizione G2/M e nella progressione della mitosi.

In seguito ad esposizione a radiazioni ionizzantdllule sono in grado di rallentare la
loro progressione accumulandosi in specifici cheakis (G1/S e G2/M), determinando
rispettivamente un blocco in;@he impedisce l'ingresso nella fase S e/o in GRintpedisce
l'ingresso in mitosi (Taylor and Stark, 2001). Tigerguesti rallentamenti transitori le attivita
riparative hanno un tempo maggiore per evitarenitdire il rischio di avere, in fase S o alla
mitosi, uno stampo alterato e quindi, nelle generazsuccessive, cellule molto danneggiate
(Pawlik et al. 2004). Il punto di controllo in GZpdnde da un meccanismo simile a quello
che ritarda l'ingresso in mitosi in seguito a reghione incompleta del DNA. Per esempio,
guando le cellule sono esposte a radiazioni ionizza molecole sensori di danni al DNA
attivano proteine chinasi trasduttori di segnale d¢bsforilano ed inattivano la fosfatasi
Cdc25. Questo enzima normalmente attiva il complédsCdk (complesso ciclina-Cdk di
attivazione della fase M) rimuovendo gruppi fosfdéosua inattivazione, percio, bloccando la
defosforilazione di M-Cdk, impedisce l'ingressormitosi della cellula. Quando il danno é
stato riparato il segnale di inibizione della peggione del ciclo cellulare viene rimosso e |l
ciclo riprende il suo corso.

Il punto di controllo in G1 impedisce la progresso nella fase S inibendo
I'attivazione dei complessi G1/S-Cdk e S-Cdk. Nekdlule di mammifero il danno al DNA
porta all’attivazione della proteina regolatrice3pShe stimola la trascrizione di molti geni;
uno di questi geni codifica una proteina, p21, shiega a G1/S-Cdk e S-Cdk e ne inibisce
I'attivita permettendo il ritardo dell'ingresso fase S.

Il danno al DNA attiva p53 attraverso un meccanisimdiretto: nelle cellule non
danneggiate, p53 e altamente instabile ed e pesentoncentrazioni molto basse perché
interagisce con un’altra proteina, Mdm2 che haifeione di ubiquitina ligasi e indirizza p53
nei proteosomi per la distruzione. Il danno al DNstiva delle proteine chinasi che
fosforilano p53 riducendone il legame a Mdmz2; dduce la degradazione di p53 portando
quindi ad un consistente aumento della concentnazoh p53 nella cellula e il diminuito
legame a Mdm2 aumenta la capacita di p53 di stiradéatrascrizione genica. Il ruolo chiave
di p53 che ha valso a questa molecola I'appelladivtguardiano del genoma” deriva dalla

sua duplice capacita di attivare, da un lato, ttamRl, una pathway di arresto del ciclo
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cellulare che favorisce la riparazione del DNA a’'dltro, in presenza di livelli di danno che
superino, per cosi dire, una soglia di riparaziamg pathway di tipo apoptotico che svolge
anch’esso una funzione protettiva impedendo il @gapsi di cloni di cellule mutate. Una
teoria sullo sviluppo del cancro molto accredit&tal’ipotesi che causa dell'instabilita
genomica sia la perdita funzionale del checkpoiitSXel ciclo cellulare, dovuta all’alterata
attivita della proteina p53. Tuttavia, il controlttella transizione G1/S rappresenta solo un
aspetto della complessa risposta cellulare al damaito (Gewirtz, 2000; Fei and EI Deiry,
2003).
Nel lungo periodo, I'accumulo di danni geneticilaatellule prive di tali meccanismi

di controllo porta ad un’aumentata frequenza diamaini che promuovono I'insorgenza del
cancro; infatti non e certamente casuale che naranel gene p53 siano presenti in almeno

la meta dei vari tipi di cancro riscontrati nellmo (Alberts, 2004).

1.4 Le aberrazioni cromosomiche: origine

Le aberrazioni cromosomiche sono alterazioni dsbaittura o del numero dei
cromosomi di una cellula. Sono solitamente rilelvadi microscopio ottico, su preparati
citologici di cellule arrestate allo stadio di nfate con appositi inibitori della divisione
mitotica/meiotica. Lo sviluppo delle tecniche drilazioneln Situ Fluorescente (FISH) ha
reso possibile il riconoscimento di alcune particodlterazioni anche allo stadio di interfase,
ma l'analisi citogenetica delle metafasi resta dtado di elezione per la quantificazione e la
caratterizzazione delle aberrazioni.

Il livello spontaneo di aberrazioni strutturali leekellule di mammifero proficienti
nella riparazione dei danni al DNA €& generalmendssb, dell'ordine di 1-2 %. Questa
frequenza puo essere molto aumentata quando ldecetngono esposte all’azione di agenti
chimici o fisici definiti agenti clastogeni (dal epo anticokAactoc — rotto). Le radiazioni
ionizzanti sono molto efficaci nell'indurre aben@a cromosomiche e sono state spesso
utilizzate per comprendere i meccanismi e le mtaali formazione delle aberrazioni. Il
livello “basale” di aberrazioni pud aumentare ansheelazione a difetti nei meccanismi di
riparazione del DNA e, in alcuni tipi cellulari, @re in funzione dell'invecchiamento.

La maggior parte delle aberrazioni strutturali misial microscopio ottico ha gravi
conseguenze per la cellula e l'individuo, quali taocellulare, trasformazione tumorale,
malattie genetiche associate a difetti di svilupRecentemente, studi epidemiologici hanno

messo in evidenza un’associazione tra aumentagtidivi aberrazioni cromosomiche nei
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linfociti di sangue periferico e rischio di neopag¢Boffetta et al. 2007). D’altra parte anche
molti efficaci farmaci antitumorali sono potentiastogeni e, come le radiazioni ionizzanti,
sono applicati proprio in virtu di questa loro priepa.

Queste considerazioni spiegano linteresse per todie delle aberrazioni
cromosomiche e dei loro meccanismi di formazione.

| lavori pionieristici sugli effetti delle radiazm ionizzanti nell'induzione delle
aberrazioni cromosomiche risalgono ai primi anriX) secolo e includono lo studio delle
anomalie cromosomiche in tessuti di mammiferi camsicoli di ratto, uova dAscaris,
testicoli di cavalletta, cellule larvali di anfilwosi come cellule somatiche e meiotiche di
piante.

Ci sono principalmente due teorie sui meccanismfodnazione delle aberrazioni
cromosomiche indotte da radiazioni (Natarajan, 2002

» Teoria della rottura-riunione “ breakage-and-reahidi K. Sax (Sax, 1941);

» Teoria dello scambio “exchange” di S.H. Revell (BE1955).

In accordo con la prima teoria, il primo evento s&to dalla radiazione € una rottura
cromatidica o cromosomica e i tipi di aberraziosservate in mitosi dipendono dal destino di
queste rotture: le estremita interrotte posson@ressiparate ripristinando la condizione
originaria precedente all’evento di rottura, poss@ongiungersi tramite fusione illegittima
con le estremita di un’altra rottura, se entrambeossufficientemente vicine nel tempo e
nello spazio, generando in tal modo le aberrazitassificate come scambi, oppure, infine,
possono non ricongiungersi affatto, producendo ah modo i cosiddetti frammenti
Cromosomici.

In accordo con la teoria dello “scambio”, la lesoprimaria non €& una rottura
cromatidica o cromosomica ma una lesione meno gragalecade nel tempo. Se due lesioni
sono sufficientemente vicine nel tempo e nello Epagsse possono entrare in contatto,
instaurando una condizione piu stabile chiamatadiet dell'iniziazione dello scambio”
(Revell, 1959). Da questa visione consegue che itdipi di aberrazioni derivino da un
processo di scambio. Infatti, le delezioni cromatid sono considerate come intrascambi
incompleti. Bisognerebbe ricordare che Revell psgpquesta teoria solo per spiegare i suoi
dati ottenuti dall'irraggiamento degli apici radicdi Vicia Fabain fase G2.

Tra la fine degli anni sessanta e linizio deglinarsettanta Michael Bender e
collaboratori tentarono di definire un modello gexe relativo alla genesi delle aberrazioni
cromosomiche che tentasse di unificare le teoeequenti (Bender et al. 1974). | presupposti

base di questo modello generale prevedevano che:
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* Il cromosoma eucariotico in G1 contenesse un’udagapia elica di DNA,

* |l “bersaglio” per la produzione delle aberrazicrmmosomiche fosse il DNA;

» Le aberrazioni consistessero in rotture della eatgl DNA e in ricombinazione
delle terminazioni rotte, che dovevano perd mamterna stessa polarita della
catena;

* Le DSBs potessero essere indotte direttamentei@itaamente, attraverso I'azione
di meccanismi di riparazione del DNA che convediss rotture a singolo
filamento (generate direttamente o attraversoparazione di basi danneggiate) in
rotture a doppio filamento.

Il modello di Bender concludeva che all’'originetdite le aberrazione cromosomiche
ci fosse una DSB. Le SSBs, come tali, non contrétliero alla formazione delle aberrazioni:
la maggior parte di esse sarebbe rapidamente tipaaémeno nelle cellule con sistemi
riparativi integri, mentre solo una frazione vebrelronvertita in DSBs dalle nucleasi presenti
nella cellula.

Poiché, tuttavia, le radiazioni a basso LET indugqguer unita di dose, un numero di
SSBs di diversi ordini di grandezza maggiore dillgudelle DSBs e la maggior parte degli
agenti chimici produce altre lesioni primarie al BNcome il danno alle basi azotate, in
termini quantitativamente consistenti, numerosidistsi concentrarono sui meccanismi di
conversione delle SSBs e dei danni alle basi in DSR)gi sappiamo che le SSBs possono
generare rotture a doppio filamento attraverso mr@smi di riparazione per escissione,
oppure come conseguenza della riparazione di dsiepbaspicienti su filamenti opposti del
DNA.

Prove sperimentali a supporto del modello di Berfdeono fornite da alcuni studi
condotti da A.T. Natarajan e collaboratori, in @icellule venivano irraggiate con raggi X e
contemporaneamente trattate con un’endonucleadNedirospora crassache riconosce
regioni del DNA a singolo filamento e le converte DSBs. | risultati ottenuti in queste
condizioni sperimentali mostravano un incrementatigicamente significativo della
frequenza di aberrazioni cromosomiche rispettaatamento con soli raggi X. L’aumento
delle aberrazioni cromosomiche era accompagnatendaoncomitante aumento delle DSBs
di un fattore 2-3. Questi risultati indicano che3&Bs convertite in DSBs aumentano la
probabilita di formazione delle aberrazioni cromosthe (Natarajan et al. 1980).
Parallelamente al trattamento con raggi X, I'effettel’lendonucleasi veniva valutato in
associazione al trattamento con neutroni. In quess$o, il trattamento con endonucleasi non

produceva un aumento della frequenza di aberrazowomosomiche rispetto al solo
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irraggiamento. Tali risultati non erano in contretitshe con le precedenti conclusioni, perché
in questo caso la frequenza delle SSBs convemiteDEBs era minima rispetto alla
preponderanza delle DSBs indotte direttamente @latroni.

Molti aspetti riguardanti la conversione delle SSBsotture a doppio filamento sono
stati chiariti con eleganti esperimenti che utdéizano inibitori della riparazione del DNA
come l'arabinoside della citosina (ara-C). Quesiente impedisce il processo di risintesi
(gap filling) nelle regioni a singolo filamento plotte dalla riparazione per escissione delle
basi danneggiate, determinando quindi 'accumulmture a singolo filamento.

In linfociti umani irraggiati in fase GO il postaftamento con ara-C aumentava
significativamente le aberrazioni cromosomiche tteldai soli raggi X, dimostrando che un
accumulo di SSBs determinava la produzione di abk&mi cromosomiche. Queste
osservazioni supportavano il modello di Bender feonando che anche il “misrepair” di un
danno alle basi, oltreché di DSBs potesse contgbal bilancio finale di aberrazioni
cromosomiche.

Una delle complicazioni per una migliore comprensidei meccanismi di formazione
delle aberrazioni cromosomiche €& che sia le rapiazia gli agenti chimici inducono una
enorme varieta di lesioni al DNA, la cui evoluziandifficile da determinare.

Per questo motivo, sono stati condotti esperimetiiizzando agenti che producono
esclusivamente DSBs nel DNA. Questo e stato otbenatroducendo nelle cellule
permeabilizzate endonucleasi di restrizione cheeiga, in siti specifici del genoma, DSBs
“smussate” (blunt) o “coesive” (sticky). Analoganeenalle radiazioni ionizzanti, le
endonucleasi di restrizione inducevano aberraziotipo cromosomico in G1 e aberrazioni
di tipo cromatidico in S e G2, anche se lefficacia conversione in aberrazioni
cromosomiche delle terminazioni “smussate” o “ceesié tuttora controversa. Questi
esperimenti confermavano ancora una volta che I8sDfotevano essere convertite in
aberrazioni cromosomiche, ma non permettevano dcladere che questo tipo di lesione
fosse I'unica responsabile della loro formazione.

Oggi la visione corrente sulla formazione delleredmoni cromosomiche attribuisce
un ruolo centrale alle DSBs sulle quali agisconameccanismi di riparazione HR
(Homologous Ricombination) e NHEJ (Non Homologous Boining, NHEJ). | due sistemi
operano in modo complementare; il NHEJ agisce fite e fasi del ciclo, ed & fondamentale
in fase G1, mentre 'HR opera durante la tarda fasda G2. Considerando che le aberrazioni
cromosomiche derivano dal “misrepair’ delle DSBs agera delluno o dellaltro

meccanismo, potremmo oggi rivedere le teorie athssdi Sax e Revell alla luce delle nuove
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conoscenze molecolari sulla riparazione, concludeode entrambe sono valide perché
interpretano fenomeni diversi che si verificandasi diverse del ciclo cellulare.

L’introduzione della tecnica della condensaziorenmatura dei cromosomi (Premature
Chromosome Condensation, PCC), con la quale siopossisualizzare i cromosomi in
interfase, ha permesso di studiare la cineticapdirazione delle rotture cromosomiche. E
stato quindi possibile stabilire che nei linfoditiaggiati con raggi X in GO la cinetica di
riparazione delle rotture segue un andamento bdasion una componente molto veloce
(circa il 60%) e una componente piu lenta la cuighezza dipende anche dalla dose di

radiazione.

1.5 Le aberrazioni cromosomiche: classificazione

In base alle osservazioni eseguite al microscomo mteparati in metafase le
aberrazioni cromosomiche vennero ben presto clest&f in categorie ben precise che
consentono un confronto accurato e corretto deltais conseguiti in diversi laboratori.

Il primo livello di classificazione riguarda il aorolgimento nell’aberrazione di uno o
entrambi i cromatidi del cromosoma. Si distinguono:

» aberrazioni sub-cromatidiche, che vengono indolie fane della fase G2 o in
profase ed appaiono come scambi in cui le unitavolie sembrano essere piu
piccole di un singolo cromatidio;

» aberrazioni cromatidiche, che si formano in fase G2, cioé durante o dopo la
replicazione dei cromosomi anche se la lesioneNA @ avvenuta in fase G1, ed
in metafase appaiono come rotture e/o scambi;

* aberrazioni isocromatidiche (cromosomiche), che feimano prima della
replicazione dei cromosomi in fase G1 per cui qoasidha la duplicazione del
DNA in fase S, il danno viene trasmesso ad entramoimatidi.

In base a questa classificazione fu presto posgilstinguere tra agenti clastogeni che
producevano sempre aberrazioni di tipo cromatidicdipendentemente dalla fase del ciclo
cellulare nel quale venivano trattate le cellulggenti che producevano aberrazioni di tipo
cromatidico quando il trattamento avveniva in f&&2e aberrazioni di tipo cromosomico
qguando il trattamento avveniva in fase (Flgura 1). Nella prima categoria ricadeva la
maggior parte delle sostanze chimiche che, si ose¢l producevano aberrazioni
principalmente per conversione dei danni alle brasdtture a doppia elica durante la fase S e

per questo motivo furono classificate come agentdiiggndenti Nella seconda categoria
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ricadevano le radiazioni ionizzanti e alcune sagarhimiche, come la bleomicina, in grado
di produrre direttamente DSBs nel DNA; questi agergnnero pertanto definiti S-
independenti. Piu recentemente, sono state racaolégessanti osservazioni in cellule
difettive nella riparazione delle DSBs che mostrdamaco-presenza di aberrazioni di tipo
cromosomico e aberrazioni di tipo cromatidico neliessa metafase e addirittura nello stesso
cromosoma, dopo irraggiamento in fase G1 (Natarafaal. 2008; Natarajan and Palitti,
2008). Queste osservazioni sono state interpretate conseguenza di una riparazione di
DSBs parzialmente dilazionata alla fase S/G2, doalla compromissione dei meccanismi di
riparazione e del checkpoint in fase (Blatarajan et al. 2008; Natarajan and Palitti, 2008

Delacote and Lopez, 2008).
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Figura 1: lllustrazione schematica dei tipi di aberazioni prodotte dalle radiazioni
ionizzanti in dipendenza della fase del ciclo cellare in cui la cellula e stata irradiata.

All'osservazione microscopica le aberrazioni appaioinoltre immediatamente
distinguibili in scambi, quando coinvolgono piu eratidi/cromosomi diversi (o bracci diversi
dello stesso cromatidio/cromosoma) e rotture, extideome delezioni o frammenti, quando
coinvolgono un solo cromatidio/cromosoma. Quedtimilpossono o0 meno essere associati a

scambi quando vengono generati contestualmergesad
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Le aberrazioni possono quindi essere anche suddiums intracromosomiche
(intrascambi), quando il riarrangiamento coinvolgen singolo cromosoma, e in
intercromosomiche (interscambi), quando sono cdinwoomosomi diversi. Distinguiamo
inoltre scambi interbracci, quando lo scambio awei&a i bracci dello stesso cromosoma ed
intrabracci se lo scambio avviene tra due sitiipggto stesso braccio cromosomico. Inoltre
gli scambi possono essere completi quando tutipi ci rottura sono uniti a formare lo
scambio, oppure incompleti quando i capi di rottwwa interagiscono, rimanendo cosi liberi.
Ancora abbiamo gli scambi asimmetrici che avveng@eo entrambi i capi di rottura
contenenti il centromero (frammenti centrici) scamgiungono tra loro lasciando due
frammenti privi di centromero (frammenti acentricije si congiungono a loro volta.

Questi tipi di scambi portano alla formazione dimpsomi o cromatidi dicentrici (con
due centromeri) o alla formazione di cromosomi adlla centrici. Le traslocazioni invece
sono scambi simmetrici che si formano quando singtunge un frammento centrico di un
cromosoma col frammento acentrico di un altro creonea ed ugualmente si comportano le
altre terminazioni dei due cromosomi coinvolti. Gdcambi asimmetrici sia di tipo
cromatidico che cromosomico sono ben riconosciiilimicroscopio poiché sono uniti a
frammenti acentrici, a differenza degli scambi sietmci. Questi ultimi, quando sono di tipo
cromosomico, non sono riconoscibili tranne nel dasoui vi siano scambi incompleti o nel
caso in cui ci siano differenze di lunghezza deicbr cromosomici che vengono scambiati.
Invece, gli scambi cromatidici simmetrici per larrfazione di strutture a quattro braccia
(quadriradiali), causate dall'appaiamento tra intatidi fratelli, possono essere facilmente
riconosciuti. Al momento della divisione cellulaakeune aberrazioni cromosomiche possono
essere perse o trasformate causando varie congegedné per questo motivo importante
analizzare le aberrazioni alla prima mitosi e quipdma che possano insorgere processi
selettivi a carico delle cellule con alcuni tipi @aberrazioni. Infatti, a causa dell’assenza del
centromero, che lega i cromosomi alle fibre debfusframmenti acentrici sono quelli che
maggiormente vengono perduti e si possono trowvatte forma di micronuclei (Heddle et al.
1983). Come i frammenti acentrici anche gli stasambi asimmetrici possono essere perduti
durante la divisione cellulare. Infatti, sia i diteci che gli scambi asimmetrici, possedendo
due centromeri, possono orientarsi sul fuso mitotit modo che i due centromeri siano
indirizzati ad un solo polo mitotico non portandprablemi meccanici durante la migrazione
del cromosoma dicentrico, oppure in modo che i cer@romeri siano orientati in direzioni
opposte, verso i due poli, creando un ponte crom@asoo cromatidico che causa la perdita

dell'aberrazione. Al contrario, il materiale cromeasico non viene perduto nel caso di scambi
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simmetrici completi poiché questi non risultanoocasati a frammenti acentrici. Percio le
aberrazioni possono essere definite di tipo stafsitembi simmetrici) o instabile (scambi
asimmetrici). Le prime (inversioni o traslocaziopgssono essere trasmesse di generazione in
generazione al contrario delle seconde (dicentriogs o delezioni) che possono essere
perdute al momento della divisione cellulare. @hemi che riassumono i principali tipi di
aberrazioni sia cromatidiche sia cromosomiche sliungtrati rispettivamente in Tabella 1 ed

in Tabella 2.

Per quanto riguarda le aberrazioni cromosomichettstali congenite cioe quelle
trasmesse alla progenie per via germinale chetrevano nelle popolazioni umane le piu
importanti sono le delezioni, le duplicazioni, teeérsioni e le traslocazioni. Le delezioni sono
intese come rotture di un cromosoma in un puntaisggper la mancanza di riparazione,
dalla perdita del segmento di cromosoma distalguato di rottura stesso; al contrario, una
delezione interstiziale coinvolge la perdita disggmento di cromosoma generato in seguito a
due rotture cromosomiche. La delezione di materigknetico € spesso associata
all'eliminazione di almeno un gene la cui perdiiafuhzione pud essere importante, nelle
cellule somatiche, per i processi di iniziaziorgegressione dei tumori.

Le duplicazioni comportano una larga aggiunta ditemale genetico e sono
generalmente causate da eventi anomali che sicard durante la ricombinazione e possono
avvenire sia tra cromosomi omologhi che non omaldgd duplicazioni non sono in genere
cosi dannose come le delezioni e possono, a ditenire vantaggiose.

Le traslocazioni consistono nel trasferimento @jnsenti cromosomici tra cromosomi
diversi. Originano da almeno due rotture cromosbmiche vengono riparate in maniera
anomala, oppure dalla ricombinazione non omologaitomosomi durante la meiosi. Queste
sono visibili solo grazie al bandeggio dei cromosappure allimpiego della moderna
tecnica di citogenetica molecolare basata sulldHRéBe impiega sonde di DNA coniugate
con coloranti fluorescenti che riconoscono sequexmreplementari al cromosoma in esame
oppure ad uno specifico gene.

Le inversioni originano da due rotture sulle braccromosomiche, seguite dalla
rotazione di 180° del segmento compreso tra i duetipdi rottura e dalla successiva
risaldatura dello stesso. Distinguiamo le inversp@ricentriche, che originano quando i punti
di rottura sono su due braccia diverse, ed il caméro viene incluso nel riarrangiamento, e le
inversioni paracentriche, quando i punti di rottieano localizzati sullo stesso braccio

cCromosomico.
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Aberrazioni
cromatidiche

Intrascambi

Delezione
terminale

Delezioni
interstiziali

Delezioni
isocromatidiche

Intrabraccia
asimmetrico

Intrabraccia
simmetrico

Interscambi

Interbraccia
asimmetrico

Interbraccia
simmetrico

ﬁ

Interbraccia
triradiale
mono centrico

Interbraccia
triradiale
dicentrico

Tabella 1: Tipi di aberrazioni cromatidiche.
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Aberrazioni
cromosomiche

Intrascambi

Delezione
terminali

Minute

Anello
acentrico

Cromosoma ad
anello

Inversione

Interscambi

Dicentrici

Traslocazione

Tabella 2: Tipi di aberrazioni cromosomiche.
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1.6 Radiazioni ionizzanti e aberrazioni cromosomiche

Come atteso in base alla loro capacita di indurs8®precedentemente descritta e a
guanto noto circa la relazione tra DSBs e abemazimmosomiche, le radiazioni ionizzanti
appartengono alla classe di agenti clastogeni, @woéegrado di indurre efficacemente
alterazioni nella struttura del cromosoma.

Nel 1940 Karl Sax irradio per la prima volta migroge di Tradescantia e
successivamente D. Scott e H. Evans (1967) esp@seadliazioni apici radicali dVicia
Faba le prime osservazioni dimostrarono che le radmizierano in grado di indurre
alterazioni della struttura del cromosoma e chediazioni ad alto LET erano piu efficaci di
guelle a basso LET.

Le aberrazioni possono essere osservate gia arag basse, come 0,1 Gy; é stato
valutato che per ottenere un’aberrazione per @efiuho necessarie dosi comprese fra 0,5 e 2
Gy, a seconda del tipo di cellula e del tipo diaaobne utilizzata nella sperimentazione.

E interessante notare che per radiazioni ad altb (per esempio neutroni di fissione)
la relazione fra dosi ricevute e aberrazioni inelatlineare, invece per radiazione a basso
LET (raggi X e gamma) la relazione fra dose e a&zéoni indotte € lineare-quadratica. La
parte lineare e attribuibile a processi che richied un singolo evento di ionizzazione (ad
esempio delezioni), mentre quella quadratica € tttébaire ad eventi che richiedono le
interazioni tra due lesioni del DNA (ad esempioeditici, traslocazioni). Queste lesioni
possono essere prodotte da una singola traccianiizazione come avviene, con bassa
probabilita, a basse dosi (termine lineare delllziene dose-effetto) o da tracce di
ionizzazioni indipendenti che, a dosi piu elevaemno maggiore probabilita di attraversare la
stessa cellula (termine quadratico della relazawse-effetto).

La determinazione della relazione quantitativadose di radiazione e aberrazioni
cromosomiche in linfociti umani irraggiati in vitransieme alla riproducibilita di questi
risultati sperimentali, suggeri la possibilita dilinzare la frequenza di cromosomi dicentrici
come dosimetro biologico per stimare la dose a#soity assenza di una dosimetria fisica.
Campioni di sangue periferico di individui poterimante esposti a radiazioni vengono
coltivati in vitro e la frequenza di anelli e dicentrici viene valaita cellule che hanno subito
una sola divisione in coltura. La frequenza osdarvéene poi riportata su una “curva di
calibrazione” costituita irraggiando in vitro nurasr campioni con dosi note di radiazioni
per ottenere una stima della dose assorbita. Quipstali metodologia viene usata quando

sono state esposte a radiazioni persone prive mpic@atore personale (dosimetro), ad
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esempio in seguito ad un incidente come avvennei papravvissuti di Hiroshima e
Nagasaki.

Piu recentemente, l'introduzione delle tecnicheH-IIga reso possibile quantificare
induzione di traslocazioni senza fare ricors@diinghe e complesse tecniche di bandeggio.
Questo progresso tecnologico ha aperto la stradanaddosimetria citogenica basata sulla
misura delle traslocazioni anziché dei dicentriicvantaggio di questa tecnica consiste nel
poter osservare aberrazioni cromosomiche ancheom@mpo dopo I'esposizione a
radiazioni, cosa che non e possibile con i dicenpoiché, essendo aberrazioni instabili, si
riducono o si perdono alle mitosi successive. tenéi studi le traslocazioni, che permangono
nelle generazioni cellulari successive, sono staservate anche nei sopravvissuti di

Hiroshima e Nagasaki dopo piu di quarant’anni éafplosione.
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CAPITOLO 2: LINSTABILITA GENOMICA

2.1 Introduzione

I DNA puo subire danni provocati da agenti ambadintome le radiazioni e altri
agenti genotossici, 0 da agenti endogeni comedeispeattive dell'ossigeno e altri prodotti
generati dal normale metabolismo cellulare (Hoeljens, 2001). In seguito all'azione di
guesti agenti e possibile che si vengano a creelte tbsioni al DNA, di cui alcune sono
considerate relativamente benigne mentre altre dvamm effetto deleterio e possono
compromettere l'integrita del genoma. Per esempiopossono verificare modificazioni
chimiche delle basi azotate, legami covalenti @ailwlello stesso filamento o di filamenti
complementari (legami crociati), rotture della sitegelica e rotture della doppia elica; queste
ultime sono particolarmente pericolose perché pusgwovocare mutazioni o traslocazioni
cromosomiche in cellule che hanno un sistema diraggone non accurato o inefficiente.
Anche la strada che porta al cancro é fatta di fiadioni, sia nella sequenza che
nell'organizzazione del genoma, che spaziano dal#ituzioni di un singolo nucleotide alle
aberrazioni cromosomiche. Queste e altre modificaziappresentano delle deviazioni dal
primo requisito necessario per mantenere 'omeobs#disilare: il mantenimento della stabilita
genomica.

Sebbene alcune variazioni nel DNA della linea geaite siano fondamentali per
mantenere la variabilita genetica, i cambiamenilansequenza del DNA delle cellule
somatiche sono di solito indesiderati; per questocéllule somatiche possiedono degli
efficienti sistemi di protezione contro tali mutamie(Levitt and Hickson, 2002). Si ritiene
che l'evento cruciale che designi l'inizio della@arogenesi sia una singola modifica del
genoma, le cui conseguenze potrebbero essere minome ad esempio, un piccolo
cambiamento nella quantita di una proteina, o Kitszione di un singolo aminoacido. I
verificarsi di tale modificazione e la sua fissammel genoma sono il risultato del fallimento
del meccanismo che avrebbe dovuto individuaredmie nel DNA o il “mismatch” che ha
causato la mutazione, e avrebbe dovuto produrresf@osta corretta per ripristinare la
sequenza originale e mantenere la cellula nel tato aormale. Mentre il fenotipo cellulare
neoplastico progredisce, la stabilita genomicainoata diminuire, portando ad un circolo

vizioso di aberrazioni cromosomiche e al progrediefla malattia (Hahn and Weinberg,
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2002). La piu grande minaccia alla stabilita germamproviene dall’azione degli agenti
danneggianti il DNA, sia esogeni che endogeni, mb&sono provocare numerose lesioni al
DNA: alcune di queste sono estremamente citotosselnon vengono riparate velocemente,
mentre altre sono mutagene le cui conseguenzengadal malfunzionamento della cellula
alla trasformazione maligna. Non € sorprendenteifppeche molti agenti mutageni siano
anche cancerogeni, e che esista un’alta corrispadiea il loro essere cancerogeni e la loro
potenzialita mutagenica.

Tipi diversi di danni al DNA causano tipi diversildsioni che vengono gestite dalle
cellule in modi diversi. La risposta cellulare pessere la sopravvivenza della cellula e la
ripresa del ciclo vitale normale, la morte delldlda o la trasformazione maligna. Il
meccanismo che porta la cellula a scegliere traemtativo di sopravvivenza e la morte
programmata non € ancora del tutto chiaro. Il terdadi sopravvivenza € complesso ed
include molte pathways di segnalazione (Figura 2).

4 4 N 43
YA\V/A\V/A\V/A\V/A\V/A\V/A\V/A\V/A\

Damage extent and severity

Cellular response

Consequence

Figura 2: Le risposte cellulari al danno al DNA.
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2.2 Definizione, cause e conseguenze dell'instabitignomica

La risposta convenzionale di danno al DNA si matienell’espressione del danno
genomico nel primo o secondo ciclo cellulare dojwatiazione, il termine “instabilita
genomica indotta” (De La Chapelle and PeltomakB5)Qdescrive invece in modo generale
una serie di fenomeni con cui il danno genomice sue conseguenze cellulari sono espressi
persistentemente dopo irradiazione su molti cicdllutari. Questa instabilita, come
evidenziato in cellule in coltura, si manifestatsfurma di un aumento nella frequenza di
aberrazioni cromosomiche, di mutazioni geniche pdptosi/morte cellulare. | telomeri
(estremita dei cromosomi) hanno acquisito una @aere importanza nello studio delle
relazioni fra radiazioni ed instabilita genomicahigbtovsky and Kroemer, 2004). Infatti, le
sequenze telomeriche sono coinvolte nel mantenordgita stabilita del cromosoma di certe
regioni del genoma, sia in condizioni normali cheseguito ad irradiazione; si ipotizza che la
lunghezza del telomero possa influenzare anchadsensibilita. (Meeker and De Marzo,
2004).

Le basi biologiche dell'instabilita genomica indgthelle sue diverse forme, non sono
ancora ben chiarite. Alcuni dati biochimici suggedno il coinvolgimento dello stress
cellulare e dei processi ossidativi; altri studtogenetici implicano segmenti di DNA
potenzialmente instabili che codificano per seqeerigetute di DNA. Esistono due tipi di
instabilita genomica: linstabilita cromosomica Kgle I'instabilita da microsatellite (MIN).
La CIN e l'alterazione sia nel numero sia nellautstra dei cromosomi nei genomi delle
cellule cancerose. Le alterazioni cromosomichettstiali sono la causa del tentativo
sbagliato di riparare il danno al DNA, che probadaghte hanno perso le cellule tumorali. La
MIN causa cambiamenti in centinaia di sequenzdlgatsituate in tutto il genoma cellulare.
L’instabilita genomica & una caratteristica quasiversale delle cellule cancerose: essa €
probabilmente necessaria perché una cellula accwunficienti mutazioni da trasformarsi in
cellula cancerosa.

L’instabilita genomica, nel cancro di tipo ereditarsi origina da mutazioni nei geni
della riparazione del DNA e guida lo sviluppo deincro come previsto dall'ipotesi del
mutatore che afferma come l'instabilita genomi@gasiesente gia nelle lesioni precancerose e
porti allinsorgenza tumorale aumentando il tassandtazione spontanea (Nowell, 1976;
Loeb, 1991). Differentemente, nei tumori sporadimn ereditari, le basi molecolari
dell'instabilitd genomica sono ancora da definingatti, recenti studi di sequenziamento dei
genomi dei tumori umani (Sjoblom et al. 2006; Watdal. 2007; Ding et al. 2008; Jones et

al. 2008; Parson et al. 2008) suggeriscono cheutazioni nei geni della riparazione del
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DNA non sono frequenti prima della terapia oppomsnall’ipotesi del mutatore per questi
tipi di tumori. Invece, gli spettri di mutazioni ldeoppressore dei tumori TP53, che codifica
per p53, di ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) ell'thibitore della chinasi ciclica
dipendente 2A (CDKN2A) sostengono il modello defitress da replicazione del DNA
indotto dagli oncogeni, che attribuisce l'instatilgenomica e le mutazioni in TP53 e ATM al

danno indotto al DNA dagli oncogeni (Halazonetisle2008).

2.3 Larisposta cellulare al danno al DNA

L’intervento vero e proprio di riparazione dellappoa elica nel contesto della sua
organizzazione in cromatina e tuttavia solo la ,fase cosi dire centrale, della risposta della
cellula nel suo insieme, alla presenza di danBiN#\.

La rete dei processi cellulari che vengono attivatiseguito al danno al DNA e
conosciuta come DNA-Damage Response (DDR) ed e ancamismo universale che
coinvolge proteine altamente conservate dal liefuito alluomo. La DDR avviene per mezzo
dell'azione, regolata in modo gerarchico a livedipazio-temporale, di sensori di danno,
trasduttori del segnale ed enzimi della riparaziogre e propri o effettori.

Lo studio della DDR nel suo complesso, ha come ttmoe la comprensione dei
meccanismi, mediante i quali la riparazione delippia elica si integra nella fisiologia
cellulare, con particolare riguardo alla modulaei@®i processi di replicazione, trascrizione,
proliferazione e sopravvivenza cellulare. La trasoine del segnale di danno al DNA implica
I'attivazione concertata di due processi, uno csiaste nella riparazione in senso stretto della
doppia elica, I'altro nella modulazione del cickellalare che favorisce il primo, impedendo la
progressione del ciclo fino a quando non cessedmalazione del danno.

Le principali molecole di segnalazione coinvoltepagengono alla famiglia di
proteine chinasi correlate alla fosfatidilinosi®lkehinasi (PIKK) e sono: ATM, ATR, ATX
(autotaxin) e DNA-PK.

ATM viene attivata fondamentalmente in risposta 8BS causate da radiazioni
ionizzanti o composti radiomimetici, rileva DSBsradnte la mitosi e la meiosi e rotture
derivate dall'azione dei radicali liberi. ATM viermutofosforilata e dalla forma dimerica
inattiva viene convertita nella forma monomerictivat La stimolazione di ATM sembra
essere principalmente dovuta al riconoscimentesdelsubstrato, il complesso Mrell, che si
lega ad ATM inducendone un cambiamento conformatéohe ne aumenta I'affinita verso

ulteriori substrati. Il rilevamento e la segnalamodel danno al DNA sono mediati tramite
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molecole a valle di ATM che € in grado di attivamolteplici e diverse pathways
simultaneamente e fosforilare direttamente numeswsstrati inclusi p53, Chkl e Chk2 che, a
loro volta, attivano altre proteine che provocai@résto del ciclo cellulare e facilitano la
riparazione del DNA. La proteina ATM, il suo coirlgimento nella DDR e nella sindrome
genetica ad essa correlata saranno trattati impitoto successivo.

ATR (Ataxia Telangiectasia Related) € una proteiohinasi che risponde
principalmente a danni come quelli provocati dagragdtravioletti, che inducono un arresto
della forca replicativa. ATR viene richiamata sib i rottura e in seguito fosforila Chkl e
Chk2 inducendo I'arresto del ciclo cellulare.

La proteina chinasi dipendente dal DNA (DNA-PK) B complesso multimerico
costituito dalla subunita catalitica (DNA-PKcs) alltgtterodimero Ku (Ku80 e Ku70). La
subunita catalitica e critica per la riparaziond B&IA tramite NHEJ ed é in grado di
fosforilare diversi substrati comuni ad ATM.

L’assemblaggio dei complessi di riparazione sub sit danno e l'attivazione della
DDR generalmente vengono innescati dalla presenzéesibni del DNA, ma recenti
esperimenti in cellule di lievito e di mammiferonma dimostrato che non é necessaria la
presenza del danno per attuare i processi ripar@ivando i componenti del complesso di
riparazione sono immobilizzati sulla cromatina colaeproteine di fusione repressore Lac
(Lac repressor fusion proteins) si attiva una D@iRpleta, comprendente I'arresto del ciclo
cellulare, anche in assenza di rotture al DNA. Quesperimenti mostrano che non e la
lesione al DNA “per se”, ma piuttosto la formaziasieun nucleo di foci di riparazione che
attiva le chinasi trasduttrici del segnale, doperkvlegate; quindi il danno stesso non e
essenziale per lintegrita del complesso di ripamae (Bonilla et al. 2008; Soutoglou and
Misteli, 2008). In accordo con [lipotesi di un’atdizione delle chinasi trasduttrici
indipendente dalla lesione, la sovraespression@ threve dominio della proteina che stimola
ATR, TopBP1, porta all'attivazione di ATR, allas® del ciclo cellulare e alla senescenza
cellulare in assenza di rotture al DNA (Toledole2808).

Ulteriori prove che avvalorano questa ipotesi prm@no dall'osservazione che ATM
viene rapidamente attivata in risposta a cambiamsimtitturali della cromatina dopo
esposizione delle cellule ad un tampone leggermpotenico o in seguito a trattamento con
il TSA, un inibitore delle istone deacetilasi chengra un globale rilassamento della
cromatina (Bakkenist and Kastan, 2003). | cromosamiotici altamente condensati e le
condizioni di ipossia sono in grado di attivare ABM pathways di segnalazione del danno in

assenza di rotture del DNA (Bencokova et al. 200B)tte queste osservazioni fanno
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emergere la possibilita che le proteine di ripanaginon esplorano il genoma solamente in
presenza di danni al DNA, ma anche in caso di caménti nella conformazione della

cromatina.

2.4 1 meccanismi di riparazione del DNA

Le cellule hanno sviluppato meccanismi di riconosaito e riparazione di vari tipi di
danno al DNA, impedendo cosi la trasmissione dirmfzioni genetiche alterate alle cellule
figlie dopo la divisione cellulare. Questi meccamigli riparazione del DNA sono organizzati
in processi a piu fasi (pathways) che permettonocdnoscimento e la segnalazione del
danno, portando all’arresto del ciclo cellulare pensentire la riparazione del danno stesso
oppure, quando la lesione non sia riparabile,ralésco del processo di morte per apoptosi.
Questi processi sono estremamente importanti péngbédiscono alla cellula di replicarsi in
presenza di danni; negli organismi multicellularene in questo modo evitata la trasmissione
di alterazioni del genoma che possono contribulifemgorgenza del cancro (Huertas et al.
2009). Analogamente, i meccanismi di riparazioné OBIA nelle cellule della linea
germinale impediscono la trasmissione di alterazgemetiche alla generazione successiva.
Nei mammiferi esistono quattro principali vie dparazione: riparazione per escissione dei
nucleotidi (Nucleotide Excision Repair, NER), ripaione per escissione delle basi (Base
Excision Repair, BER), riparazione degli appaiamentati delle basi del DNA (MisMatch
Repair, MMR) e riparazione per ricombinazione checlude la riparazione per
ricombinazione omologa (HR) e quella non omologalEN) (Figura 3) (Hoeijmakers, 2001;
Migliore, 2004). In Figura 3(a), nella parte altane indicati i comuni agenti danneggianti; al
centro sono riportati esempi di lesioni indotte glgesti agenti; in basso sono citati i piu
importanti meccanismi di riparazione del danno BIAD In Figura 3(b) sono rappresentati gli
effetti deleteri del danno al DNA sulla progressiotiel ciclo cellulare che portano a un
temporaneo arresto nelle fasi G1, S, G2 e M (i) atdel metabolismo del DNA (al centro).
Di seguito sono riportate le abbreviazioni pertinéan Figura 3:cisPt e MMC, cisplatino e
mitomicina C (agenti che inducono legamo crociait:4)PP e CPD, 6-4 fotoprodotto e
dimeri di pirimidina (indotti da UV); BER e NER, parazione per excisione di basi e
riparazione per excisione di nucleotidi; HR, ricandzione omologa; EJ, ricongiungimento

delle estremita.
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Figura 3: Meccanismi di riparazione del danno al INA e conseguenze (Hoijmakers,
2001): (a) comuni agenti danneggianti, danni indoitt meccanismi di riparazione; (b) fasi
del ciclo cellulare e conseguenze del danno indatto

I NER € un sistema di riparazione efficace comtamni provocati da agenti esogeni
quali i raggi UV ed e in grado di rimuovere lesiaie inducono una notevole distorsione
nella molecola di DNA. | substrati piu rilevantildéER sono i dimeri di pirimidina (CPD) e i
(6-4)fotoprodotti, ma anche altri come gli addatigombranti dovuti all’esposizione ad
idrocarburi policiclici aromatici e i legami crotiainter- e intra-elica indotti da agenti
antitumorali, come la mitomicina C, e da metabdaéllulari. I| NER si attua tramite cinque
tappe fondamentali: riconoscimento del danno; deaaione locale del DNA e incisione del
tratto danneggiato ad entrambi i lati della lesjogsrissione dell’oligonucleotide contenente
il danno; sintesi riparativa per colmare la disguuta risultante utilizzando come stampo
I'elica complementare integra; ligazione del tratosintetizzato alla molecola di DNA. i
NER ripara piu velocemente i danni presenti sa@nfiénto trascritto dei geni attivi, mentre
quelli presenti sull'altro filamento e sulla redtanparte del genoma sono rimossi piu
lentamente. Queste modalita d’intervento sono defirrispettivamente: riparazione
accoppiata alla trascrizione (Transcription CoupRepair, TCR) e riparazione globale del
genoma (Global Genome Repair, GGR) (Tornalettildadawalt, 1999).

I BER € un meccanismo di riparazione efficientputato alla rimozione delle basi
del DNA modificate conseguentemente ad eventi dinmdeazione idrolitica, ossidazione e
alchilazione. Queste modificazioni possono verica partire da processi endogeni legati al

normale metabolismo cellulare o in seguito ad agpoee a cancerogeni ambientali o farmaci
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chemioterapici. Il BER interviene anche nella rggaone di siti apurinici/apirimidinici (siti
AP) che si formano per perdita spontanea delle dawlla riparazione di rotture a singola
elica del DNA provocate da esposizione ai raggi Devento chiave del meccanismo
molecolare alla base del BER ¢ l'idrolisi del legahtglicosidico tra la base alterata e |l
deossiribosio che determina il rilascio della bsissa; questa reazione e catalizzata da una
classe di enzimi detti DNA glicosilasi. La modalidtaazione di queste proteine prevede una
diffusione facilitata dell'enzima coinvolto lungol isolco minore del DNA fino al
riconoscimento di una base sospetta; I'enzima ga lquindi al DNA provocando una
distorsione del filamento che presenta il danntrpéistte quindi la base e la inserisce in una
sua tasca specifica per il riconoscimento ed efdeitttaglio del legame glicosidico tra la base
alterata e il deossiribosio. In questo modo si gemn@ intermedio AP che viene riconosciuto
da una AP endonucleasi che incide il sito AP ald)’fosfodeossirobosio e genera un gruppo
3-OH che verra utlizzato dalla polimerasi per ariee il nucleotide corretto. Il
completamento della riparazione via BER puo esadt@ato secondo due modalita: short-
patch e long-patch; la prima prevede la sostitiezidella base danneggiata con risintesi di un
solo nucleotide, la seconda porta alla rimozionesiatesi di un frammento di lunghezza
variabile tra i due e i dieci nucleotidi (Mol et 4099).

I MMR interviene nella rimozione di appaiamentradr delle basi che sono sfuggite
alla correzione da parte dell'attivita esonucleas3c— 5’ delle DNA polimerasi; il MMR
agisce anche su anse extra-elica che si formamegioni ricche di nucleotidi ripetuti per
scivolamento del filamento neosintetizzato o dillguehe funge da stampo. Per ottenere una
riparazione fedele, & necessario che il MMR siagiado di riconoscere e processare il
filamento di nuova sintesi contenente la base apgp&rroneamente o le anse extra-elica. Nel
meccanismo di riparazione via MMR possono esseigeryiate quattro fasi principali: il
riconoscimento dell’'appaiamento errato delle basisatch); il reclutamento dei fattori
aggiuntivi che intervengono nel MMR; la ricerca ain segnale che identifichi I'elica
danneggiata, seguita dalla degradazione della basmatch; risintesi del tratto di elica
escisso (Jirieny, 1998).

La riparazione delle DSBs viene effettuata da dugcipali sistemi: 'HR e il NHEJ. |
processi di riparazione di HR e NHEJ (Figura 4,ufég5 e Figura 6) competono I'uno con
l'altro nella riparazione delle DSBs: la predominandelluno o dell’altro meccanismo
dipende dalla specie, dal tipo di cellule e dadlaef del ciclo cellulare. Generalmente, nelle
fasi S e G2, quando e disponibile una copia idantiel DNA costituita dal cromatidio

fratello, prevale I'HR, mentre il NHEJ, poiche nachiede la presenza di lunghi tratti di
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omologia e le estremita della lesione vengono seepente riunite, appare essere confinato
nelle fasi G1 o S precoce (Kanaar et al. 2008) eRte@videnze sperimentali suggeriscono
che il caso del NHEJ e dellHR e un esempio retatiente semplice del modo in cui i
differenti meccanismi di riparazione sono diversateeimpiegati, competendo e anche
collaborando per le stesse lesioni (Jong-Soo €0akb).

Nei paragrafi seguenti sono descritti i meccanisiinriparazione delle DSBs che
vengono regolati da specifici fattori che ne defaamo le modalita di azione.

2.5 Riparazione per riunione del singolo filamento

La riparazione per riunione del singolo filament8SA) € un meccanismo di
riparazione delle DSBs non conservativo (error-pjarhe avviene quando, nel sito di rottura
della doppia elica, uno dei due filamenti a entrantdtti della rottura viene degradato da parte
di un’esonucleasi, il complesso MRN, in direzioneé3% a questo evento segue Il
riappaiamento dei singoli filamenti in corrispondardi sequenze ripetitive di DNA presenti a
monte e a valle della DSB, ad opera di Rad52 e R®Aimozione delle code da parte di
ERCC1/XPF, la risintesi tramite DNA polimerasi eligazione finale (Figura 4). Studi sul
lievito indicano che le regioni di omologia possaggsere separate al massimo da 15 Kb e
regioni distanti meno di 400 bp hanno un’efficieris processo pari al 100% (Sugawara et
al. 2000).

L'SSA é la pathway maggiormente implicata in everti ricombinazione
intracromosomale tra elementi ripetuti e ancheltra regioni di omologia su due cromosomi
separati portando a volte a traslocazioni. Evaeritaie inter-cromosomali avvengono con la
stessa frequenza dimostrando che I'attivita diione non distingue tra due regioni dello
stesso cromosoma e due regioni di due cromosorarsiiiHaber and Leung, 1996).

L’'SSA e mediata dal gruppo delle proteine Rad52.Shatcharomyces cerevisjae
Rad51 non é indispensabile, mentre Rad52 e il smolago Rad59 sono essenziali, a meno
che le regioni di omologia non siano molto gradutanti Rad52 del lievito mostrano un
fenotipo compromesso per la riparazione delle rettuspetto ai mutanti Rad51; Rad59,
paralogo di Rad51, é richiesto per la ricombinagioriracromosomale Rad51-indipendente; i
mutanti Rad59 sono sensibili alle radiazioni ioaiziz e il loro fenotipo di riparazione e
ricombinazione pu0 essere annullato dallover-espome di Rad52, indicando una

sovrapposizione di funzione dei due geni.
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Ad oggi ci sono molti dati contrastanti riguardeenrzimologia della SSA nei
mammiferi, tanto che potrebbero esserci diversenweys, totalmente o parzialmente
indipendenti tra loro.

La proteina Rad52 forma strutture a cerchio eptamercon un diametro di circa 130
A e una cavita centrale; 'importanza biologicaydeste strutture ancora non & ben chiara ma
dalle osservazioni al microscopio elettronico cdtelda Van Dick e collaboratori si nota la
presenza di cerchi di Rad52 alle estremita del DNduesto suggerisce che queste strutture
corrispondano al sito attivo di Rad52 durante I'S§An Dick et al. 2001).

Nella pathway SSA definito long-homology le estrémiel DNA sono tagliate da
un’esonucleasi, molto probabilmente il complessoNVIR produrre lunghe protrusioni a
singolo filamento; le sequenze omologhe sono appaite estremita che protrudono vengono
rimosse dalla nucleasi ERCC1/XPF (Adair et al. 20@uesta pathway non necessita di
Rad51 ma richiede Rad52, che si lega alle estreteiktdDNA e taglia le DSBs formando,
come detto precedentemente, le strutture a cer@ptameriche, che promuovono
'associazione tra le estremita di DNA complemeanthienzimologia di questa pathway,
definita microhomology, € meno conosciuta. Stuwlivitro suggeriscono che questo tipo di
riparazione inizi con il taglio in direzione 3’-55eguito dall’appaiamento, allineamento e
ligazione. MRE11 sarebbe implicato nello step djrddazione in virtu della sua capacita di
allineare le due estremita del DNA e digerire Festita 3'-5' fermandosi quando incontra
una regione di microomologia tra le due sporgenz& idel DNA. Diversi studin vitro ein
Vivo suggeriscono che il meccanismo della SSA basdl® sicroomologia non necessiti di
Ku (Chen et al. 2001), mentre altri sostengono anenga in presenza di questa proteina
(Liang et al. 1996).
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La dipendenza dal ciclo cellulare della SSA neifmnazione delle DSBs indotte da
radiazioni non e ancora stata ben determinata.kErdoerg-Schwager e collaboratori hanno
utilizzato cellule di hamster cinese normali, AASBcellule difettive per SSA (UV41), mutate
nel gene XPF e hanno confrontato la sopravviveopes ésposizione delle cellule in fase G1
o in fase S all’azione dei raggi X e particalleQuando irraggiate in fase G1, le cellule UV41
e le cellule della linea parentale normale mostrianstessa sensibilita alle radiazioni e la
popolazione cellulare diminuisce allaumentare alelbse di radiazioni, suggerendo che la
SSA non giochi un ruolo rilevante nella fase G1.cAhtrario, un danno da radiazioni, siano
esse raggi X o particellg indotto in fase S, determina una letalita piteatgata nella linea
cellulare UV41 rispetto alla linea parentale (altre rispetto all’irraggiamento in fase G1).
Questi risultati suggeriscono che la SSA sia imgug nellaumentare la sopravvivenza di

cellule in fase S riparando DSBs semplici o congag$rankenberg-Schwager et al. 2009).
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2.6 Riparazione per ricongiunzione delle estremitaéntotte (NHEJ)

I NHEJ € un meccanismo di riparazione delle DSBergorone che non necessita di
omologia di sequenza. E’ il meccanismo predominaetke cellule di mammifero (Kanaar et
al. 1998), soprattutto nella fase G1 del ciclo Wdalle. La sua pathway non é richiesta
solamente per riparare le DSBs indotte da ageatjees, ma e richiesta anche per processare
gli intermedi generati durante la ricombinaziond), responsabile della generazione della
varieta anticorpale nei vertebrati (Lewis, 19999ntini e topi che hanno una compromissione
nei meccanismi di ricombinazione V(D)J sviluppama grave immunodeficienza combinata
(Severe Combined ImmunoDeficiency, SCID).

Studi genetici con cellule di mammifero radiosettisi difettive nella riparazione
delle DSBs sono stati utili per identificare le {@iae coinvolte nel processo di riparazione
NHEJ. Inizialmente, sono state selezionate numdnose mutanti in geni diversi identificate
con le sigle XRCC4-7. Successivamente, € stato stieto che ciascuno di questi geni
codificava per una delle proteine implicate nelgesso di riparazione.

Il meccanismo generale prevede il coinvolgimenteterodimero Ku, formato da
due subunita Ku70 (codificato da XRCC6) e Ku80 {ficato da XRCC5), che lega le
estremita del DNA, le allinea e le protegge dadigrddazione. Ku inoltre recluta alle DSBs la
subunita catalitica di una proteina chinasi DNAatigente, o DNA-PKcs (codificata da
XRCC7) e I'eterodimero XRCC4/ligasi 1V, responsahilella chiusura finale della DSB. Gli
effettori nel processo NHEJ sono completati da ttori utilizzati nel processamento della
lesione (Artemis, Tdpl, PNKP) e da polimerasi (ptmbnente la polimerasi) utilizzate
nello step di risintesi.

La DNA-PKcs agirebbe fosforilando diversi substrafa cui XRCC4, favorendo in tal
modo il corretto posizionamento al sito della lesiael dimero XRCC4/ligasi IV, e sé stessa
in un processo di autofosforilazione propedeuticsua allontanamento e all’accessibilita dei

fattori di processamento della lesione (Figura 5).
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Figura 5: Riparazione per ricongiunzione delle esemita interrotte in cui sono visibili i
vari passaggi: legame di KU70, reclutamento del cophesso Dna-PKcs/ DNA ligasi IV e
ligazione, ricongiunzione delle estremita.

Il primo modello di topo mutante nel NHEJ che dcsidentificato fu il mutante SCID
(Bosma et al. 1983); questo topo presentava unaziomie spontanea che impediva la
formazione di cellule B e T mature; il fenotipo Cé causato da una mutazione nel gene
Prkdc che codifica per la DNA-PKcs, risultando in urglezione dellamminoacido 83 C-
terminale della proteina stessa e nella sintesndi variante ipomorfica con ridotta funzione
enzimatica.

Topi mutanti nella DNA-PKcs sviluppano tumori detiellule T. Inoltre, fibroblasti
embrionali di topo (MEFs), ma non cellule staminatbrionali (ES), DNA-PKcS sono
sensibili alle radiazioni ionizzanti. Quest'ultintsservazione suggerisce che le cellule ES
utilizzino principalmente una pathway riparativavatisa dalla NHEJ, che diventerebbe |l
meccanismo prevalente nelle cellule piu differetez{&ao et al. 1998).

Topi Ku70" e Ku80", prodotti con tecniche di ingegneria geneticastrano un
fenotipo pit compromesso: peso corporeo ridoti riscita, crescita rallentata, aspettativa di
vita ridotta e un marcato aumento delle aberraztommosomiche. | fibroblasti che derivano
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da questi topi mutanti mostrano una precoce seneacéndice di difetti proliferativi e sono
sensibili alle radiazioni ionizzanti (Gu et al. 799

Nei topi mutanti per la DNA ligasi IV non avviena ficombinazione V(D)J e la
linfopoiesi e bloccata (Frank et al. 1998). Embridifettivi per XRCC4 mostrano morte per
apoptosi dei neuroni post-mitotici generati nelloligpppo del sistema nervoso, hanno una
crescita ritardata e i loro fibroblasti in coltwranno incontro a senescenza prematura (Gao et
al. 2000).

E stato constatato che cellule ES deficienti inefis non sono sensibili alle
radiazioni ionizzanti (Brugmans et al. 2007); qaessservazione, in accordo con quanto
riportato nello studio su cellule ES DNA-PKcsitato precedentemente (Gao et al. 1998)
suggerisce che tali cellule usino meno la NHEJrjparare le DSBs oppure che la proteina
Artemis giochi un ruolo solo in alcuni eventi leigatjuesto meccanismo di riparazione.

I NHEJ e il meccanismo elettivo di riparazione laeflase G1 del ciclo cellulare;
effettivamente linee cellulari difettive nel NHEJostrano massima sensibilizzazione a
radiazioni ionizzanti a basso LET quando irraggiatefase G1 (Takata et al. 1998;
Frankenberg-Schwager et al. 2009). Questo datosterasto anche da recenti esperimenti
condotti con la tecnica dellimmunoprecipitaziorala cromatina (ChlP) che mostrano come
Ku preferisce legarsi alle estremita del DNA inef&1 (Rodrigue et al. 2006).

La riparazione di lesioni complesse, come queltoite in fase G1 da radiazioni ad
alto LET, sembra invece essere, almeno in partazidhata alla successiva fase S/G2, ad
opera di meccanismi di riparazione ricombinaziofaiankenberg-Schwager et al. 2009). A
guesto proposito recentemente € stato propostoadielio di riparazione delle DSBs definito
trans-S (Delacote et al. 2008), nel quale cellulgamti per NHEJ superano il checkpoint
G1/S senza aver riparato le DSBs indotte in fasesGlle quali interverrebbe un meccanismo
di tipo ricombinazionale in fase S/G2; poiché inesiw caso anche il cromatidio fratello
risulterebbe, dopo la replicazione, portatore da lesione allo stesso locus, la riparazione
ricorrerebbe a regioni di omologia ectopiche risto pertanto altamente “error prone”.

Recenti studi hanno comunque accertato che I'HBirevolto solo in tarda fase S e G2
mentre il NHEJ agisce in tutte le fasi del cicldldare: infatti, le evidenze sperimentali
dimostrano un aumento di radiosensibilita in cellNHEJ difettive, irraggiate in tutte le fasi
del ciclo (Pfeiffer et al. 2000; Rothkamm et al03D

Questi ed altri dati suggeriscono in definitiva aheicorso della cellula ad uno o
I'altro meccanismo di riparazione non sia immodibde e, pur esistendo scelte preferenziali,

la stessa lesione possa essere riparata con naodhlierse, anche in relazione alla
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funzionalita (geneticamente determinata) dei divengccanismi di riparazione. Questa
problematica e tuttora oggetto di intense riceffainaizzate a chiarire se, e in quale misura, la
scelta dei meccanismi di riparazione sia “hard-@ireioe rigidamente determinata, secondo
un termine derivato dal gergo informatico (WangleR001). E' anche possibile che a questo
proposito ci siano differenze non solo tra eucasaperiori ed inferiori, ma anche tra linee
cellulari di mammifero e di pollo, entrambe larganteeutilizzate come modelli sperimentali.
Queste questioni possono assumere rilevanza arechle gviluppo di farmaci antitumorali
che inibiscano selettivamente uno dei pathwaygdrazione.

Prima di concludere, € opportuno citare anche ueae sdi recenti evidenze
sperimentali che hanno portato gli autori a propdesistenza, accanto ad un meccanismo di
NHEJ dipendente dall’azione di DNA-PK (D-NHEJ), uin meccanismo di “back-up” (B-
NHEJ), anch’esso di tipo non ricombinazionale (Wah@l. 2001; lliakis et al. 2004). Il D-
NHEJ sarebbe un meccanismo evolutivamente piu reae assicurerebbe alla cellula una
riparazione molto veloce della DSB grazie allazaih orchestrazione del processo fornita
dalla DNA-PK. Il B-NHEJ consiste, invece, di un roapnismo piu antico e piu lento,
conservato come una sorta di ruota di scorta, oktavia, proprio per la sua lentezza,
comporterebbe una maggiore probabilita di riparaziterror prone”. Alcuni autori
suggeriscono inoltre I'esistenza di un meccanismaighrazione non ricombinazionale,
distinto dal D-NHEJ, che richiederebbe l'interverdella proteina Parp-1 (in tal modo
implicata nella riparazione delle DSB oltreche, eonoto delle SSB) e l'utilizzo di sequenze

di microomologia al sito della rottura (Audebera&t2008).

2.7 Riparazione per ricombinazione omologa (HR)

L’HR e un altro meccanismo di riparazione delldud, considerato error-free (esente
da errori), che utilizza sequenze omologhe di c2@8 paia di basi per ristabilire I'integrita
del DNA. Molti dei geni coinvolti in questo procesappartengono al gruppo epistatico di
Rad52, come Rad50, Rad51, omologo eucariotico detambinasi RecA dEscherichia
coli, Rad54, Rad52 stesso, XRCC2, XRCC3, oltre ai genila predisposizione al cancro
BRCAL, BRCAZ2 e altri geni come NSB1, MRE11 (Frankerm-Schwager et al. 2009).

L’HR é il meccanismo di riparazione predominantebadteri e nel lievito (Kanaar et
al. 1998) e agisce soprattutto nelle fasi S e GZid cellulare nelle cellule di mammifero
(Frankenberg-Schwager et al. 2009). L'HR pu0 ess@risa concettualmente in tre stadi
(Figura 6) (Tan et al. 2003; Heyer et al. 2006):
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1. Pre-sinapsi;

2. Sinapsi;

3. Post-sinapsi.

Durante il primo stadio avviene la degradazione leultica in direzione
5’ - 3'(definita “resection” con la produzione di unaaja estremita a singolo filamento (3’
ssDNA ends). Tale reazione € catalizzata dal casapl® RN, che ha attivita esonucleasica.

Le code di DNA a singola elica sono rivestite dainplesso RPA (replication protein
A) reclutato in prossimita delle lesioni pochi mindopo il complesso MRN. Il probabile
ruolo di RPA e quello di eliminare le strutture sedarie dal filamento a singola elica per
favorire la sua associazione con le molecole diSRaé questo processo partecipa anche la
proteina BRCA2 che si lega ai siti di rottura geaail'aiuto di BRCAL e la proteina Rad52
che forma le strutture a cerchio eptameriche ctexagiscono sia con il singolo filamento del
DNA che con la doppia elica; a Rad52, si uniscehariRad54 con la sua attivita ATPasica
permettendo il cambiamento della topologia del Dpe&k facilitare 'accesso agli altri fattori
coinvolti nella riparazione.

Durante lo stadio di sinapsi, il complesso formdab filamento nucleo proteico con
Rad51 e capace di ricercare la sequenza del lonotogo e di “invadere” la relativa doppia
elica (reazione detta “strand invasion”) portandt@a dormazione della “giunzione di
Holliday”; a questo punto la coda di 3’ ssSDNA dimtiata come primer per la sintesi del tratto
di DNA che é andato perso durante la fase di “tem@cutilizzando la sequenza omologa
come stampo.

Infine alla stadio di post-sinapsi, si hanno dussgualita:

1. Non avviene il crossing-over, si scioglie la giwore di Holliday, i filamenti di

DNA si appaiano e le interruzioni vengono riempite;

2. Awviene il crossing-over con risoluzione della gitone di Holliday e le
interruzioni vengono riempite portando alla fornme di due copie complete di
DNA.

Questo ultimo step € compiuto ad opera di DNA pet@si e ligasi che provvedono

alla polimerizzazione e alla ligazione.
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Figura 6: Ricombinazione omologa in cui € evidenti coinvolgimento dei diversi fattori
nelle tre diverse tappe: pre-sinapsi, sinapsi e pbsinapsi.

| fenotipi associati a mutazioni “null” nei genidiéicanti i diversi fattori implicati nel
processo HR sono variabili, in funzione della igkatidondanza genetica (Brugmans et al.
2007).

Rad51 e la proteina chiave del processo HR, coatedal lievito all'uomo. Embrioni
di topo difettivi in Rad51 non sopravvivono. CeuDT40 di pollo knockout per Rad51
accumulano aberrazioni cromosomiche che limitarloracapacita proliferativa.

Al contrario, la perdita di Rad52 nei mammiferi nmorta ad un fenotipo aberrante, ma
gli embrioni di topo sono vitali. Queste osservazguggeriscono che nel caso di Rad52 geni
paraloghi possono vicariarne la funzione, come dinato da un esperimento con cellule
DT40, nel quale si osservava letalita per il dopmiotante Rad52 -/- XRCC3 -/-, mentre i
singoli mutanti erano vitali (Fujimori et al. 2001)

In lievito sono stati identificati due geni parahbgli Rad51: Rad55 e Rad57. Nei
vertebrati sono stati identificati 5 geni paralogfiRCC2, XRCC3, Rad51B, Rad51C,
Rad51D. Nelle cellule di pollo, tutti i mutanti iquesti geni sono vitali, ma esibiscono
instabilita genomica, moderata radiosensibilita @&raata sensibilita all'induzione di legami
crociati (ad esempio per effetto della mitomicinp (Cakata et al. 2001). A differenza dei
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risultati ottenuti nelle cellule DT40, la distrun® dei paraloghi Rad51 nei topi porta a letalita
embrionale come accade per i topi knockout per Rad5

Il complesso MRN, che consiste di Rad50, Mrell ellgioca un ruolo importante
in vari aspetti della risposta cellulare alle DSBgprattutto nell’agganciare le estremita del
DNA ai lati della DSB. InS. cerevisiaemutazioni nei componenti il complesso mostrano
effetti sulla ricombinazione meiotica e nella HR tromatidi fratelli in cellule mitotiche.
Negli eucarioti superiori il complesso MRN e essalezper la vitalita cellulare: cellule DT40
di pollo con mutazioni “null” in MRE11 mostrano umaotta funzionalita del’lHR e arresto
proliferativo associato con alti livelli di aberraai cromosomiche; nei mammiferi, mutazioni
nei geni Mrell, Rad50 e Nbs1 risultano letali ne#Bule staminali embrionali (una rassegna
dei lavori originali € riportata da Brugmans et24007).

La maggior parte dei lavori di letteratura dimostiae, come atteso in base al
meccanismo dellHR basato sulla disponibilita dgeenze di omologia rappresentate dal
cromatidio fratello, questa pathway di riparazi@gsce principalmente nelle fasi S/G2 del
ciclo cellulare di cellule mitotiche, oltre che date la ricombinazione meiotica (Rothkamm
et al. 2003; Frankenberg et al. 2009).

Una visione diversa (lliakis et al. 2004) attrilmgsal’lHR un ruolo molto secondario
nelle cellule di vertebrati, nelle quali prevarreld pathways basate sul NHEJ (vedi paragrafo
precedente) e I'HR entrerebbe in gioco solo infasa successiva alla chiusura della DSB per

ripristinare la sequenza corretta.
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CAPITOLO 3: LA PROTEINA CHINASI ATM E
L'ATASSIA-TELANGIECTASIA

3.1 Introduzione

L’Atassia Telangectasia (AT), o Sindrome di LouigrB € una patologia
neurodegenerativa che si presenta precocementiefaeltia ed appartiene ad wruppo di
malattie umane globalmente conosciute come: “Smdiad instabilitagenomica”; ciascuna
di queste patologie & prodotta dalla risposta tilifletad unaspecifica lesione del DNA. |
difetti genetici riguardano specifici meccanismirioluzione di uno o piu tipi di danno al
DNA, e danno origine ad una sindrome caratterizzdéa particolari combinazioni
sintomatologiche di varia entita quali: degenenagiissutale, ritardo nella crescita e nello
sviluppo, invecchiamento precoce, instabiitamosomica, sensibilita ai corrispettivi agenti
di danno al DNA e predisposizioral’insorgenza di cancro. In aggiunta, altre digiioni
caratterizzano questa malattia, &@ immunodeficienza, atrofia del timo e delle gdinad
elevata predisposizione akwiluppo di leucemie e linfomi.

| pazienti AT presentano movimenti non coordinaitagsia), spesso associati a
dilatazione dei vasi sanguigni degli occhi (telastgsia). La principale manifestazione
neurologica dellAT €& una progressiva ed inesoeabilegenerazione della corteccia
cerebellare, con una marcata perdita delle cetlelePurkinje e dei granuli; caratteristiche
dellAT sono inoltre il danneggiamento del sisteohel movimento extrapiramidale e una
neuropatia periferica. L’'AT € una malattia multisimica, ma € in primo luogo una malattia
neurodegenerativa. Mentre il difetto nella rispostadanno al DNA potrebbe spiegare la
risposta cellulare difettosa alle rotture del DNélla cellule AT e diverse caratteristiche della
malattia, & stato concettualmente difficile mettereelazione cido con il sintomo evidente
dell’AT, la progressiva degenerazione neuronalgofBiet al. 2006). Inoltre, & presente
un’estrema sensibilitd alle radiazioni ionizzantl @lle sostanze radiomimetiche che
producono rotture a doppia elica nel DNA (McKinn@04). Questa patologia unisce la
maggior parte delle caratteristiche di una rispastettiva al danno al DNA, che individua
chiaramente nella DSB, la lesione che provoca quiftti. Infatti, cellule in coltura da
pazienti AT mostrano una generale incapacita sebndere alle DSBs. L'identificazione del

gene ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), la cuitazipbne € causa della malattia, ha
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sostenuto una rapida progressione nella comprensielle basi molecolari di questa malattia.
Inoltre, le manifestazioni cliniche e il fenotip@lulare che e causato dalla perdita della
funzione di ATM, collocano chiaramente questa pnateal vertice della cascata di risposta
alle DSBs (Savitsky et al. 1995; Shiloh, 2003). T'& una patologia autosomica recessiva
che puo essere provocata da piu di 400 distintaziarni nel gene ATM; queste consistono in
piccole mutazioni, inserzioni e cambiamenti di umgelo nucleotide e spesso conducono a
difetti di splicing. Circa I'85% di queste mutaziotetermina la mancata espressione della
proteina o I'espressione di forme tronche e noreifumali. In pochi casi i pazienti AT
presentano livelli normali di proteina, ma in quesisi essa e difettiva nella sua attivita
enzimatica. Gli eterozigoti presentano invece yressione ridotta di ATM, indicando che
entrambi gli alleli contribuiscono alla produziodella proteina. E’ stato inoltre osservato che
nonostante i livelli di mMRNA specifico siano spesdibondanti nei pazienti AT, la proteina
mutata € instabile e prontamente condotta allaadiegione (Teraoka et al. 1999; Becker-
Catania et al. 2000).

3.2 Struttura e funzione di ATM

Il gene ATM che ha-66 esoni codifica una proteina di circa 370 kDw® appartiene
ad una famiglia di proteine conservate, la maggmsadelle quali possiede attivita serina
treonina chinasica. Tutte queste proteine contemgonmotivo che é tipico delle fosfatidil
inositolo 3-chinasi (PI3K), da cui sono state chasen‘PI13K-like protein Kinases” (PIKKS);
gueste preferenzialmente fosforilano proteine psitt che lipidi (Shiloh, 2003). Il dominio
PI3K contiene il sito catalitico delle proteine whsi attive della famiglia delle PIKKs. La
proteina ATM e caratterizzata anche dalla presehzatri domini strutturali (Figura 7): il
dominio FAT, posto all'N-terminale del dominio clsico, e conservato tra i membri della
famiglia PIKK nelle proteine FRAP, ATR e TRRAP édlominio FATC, di 33 amminoacidi,
posto al C-terminale della proteina. Recenti lawdimostrano il ruolo cruciale di questi
domini nella regolazione dellattivita cataliticaATM (Bakkenist and Kastan, 2003; Jiang et
al. 2006). Infatti, il dominio FAT contiene la sea 1981, sito che viene autofosforilato
durante I'attivazione di ATM, consentendone cosdilsociazione da omodimero inattivo a
monomero attivo (Bakkenist and Kastan, 2003). thawo FATC invece media l'interazione
tra ATM e l'istone acetiltransferasi 10 Tip60, aeregola I'attivazione in seguito a danno al
DNA (Jiang et al. 2006). La funzione della grandgione N- terminale della proteina é

invece pressoché sconosciuta, anche se é notaneh&ua porzione € necessaria ad ATM per
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regolare la risposta cellulare al danno al DNA €rume et al. 2001; Fernandes et al. 2005);
essa contiene, infatti, siti di interazione con amanti substrati, quali p53, BRCA1 e c-Abl
(Shafman et al. 1997; Khanna et al. 1998; Gateil.eR000). Le proteine chinasi attive di
guesta famiglia, che risulta essere ampiamenteecaais dai lieviti ai mammiferi, sono in
grado di rispondere a vari tipi di stress medidioigforilazione di proteine chiave nelle
corrispondenti vie di risposta. Possono quindiregeare numerosi processi, a seconda dello
spettro dei loro substrati. Nei mammiferi quatti&ks sono coinvolte nella risposta al danno
al DNA: la DNA-PK, ATM, ATR ed ATX. Mentre ATM e DNR-PK rispondono
principalmente alle rotture a doppia elica del DMAR ed ATX rispondono sia al danno da
luce ultravioletta che a rottura a doppia elica AR anche al blocco delle forche di
replicazione. mMTOR/FRAP e invece l'unica chinadivat di questa famiglia che non e
coinvolta nella risposta al danno al DNA; é invaoglicata nella risposta alle variazioni dei
livelli di nutrienti ed agli stimoli mitogeni. (Shih, 2003).E localizzata soprattutto nel

nucleo, ma e stata ritrovata anche in vescicotgl@smatiche.

ATM @ scr1981
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Figura 7: Struttura e domini del gene ATM. Le lineein blu indicano i segnali di
localizzazione nucleare (NLS). Le linee in verde dicano le regioni con dominio a zip di
leucina.

3.3 Funzione di ATM nella risposta alla rottura a doppifilamento del DNA

Nel caso di induzione di DSBs nel DNA il primo enmipale trasduttore € ATM che
trasmette il messaggio attraverso la fosforilazi@heproteine substrato. In particolare,
I'attivita della chinasi ATM modula l'arresto dektlo cellulare e la riparazione o la risposta
apoptotica nel caso in cui il danno sia molto estessi da prevenire la replicazione del DNA
in presenza di DNA danneggiato (D’Amours and Jacks@002). Il complesso MRN
(MRE11-RAD50-NBS1) é stato individuato come il nedre essenziale per il reclutamento
e l'attivazione di ATM a livello dei siti delle DSB(Lee and Paull, 2005). MRE11 e una

proteina capace di legarsi al DNA che possiedeit@ttesonucleasica 3’-5’ oltre ad un’attivita
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endonucleasica rivolta alle forcelle di replicazodel DNA. RAD50 € un membro della
famiglia SMC (Structural Maintenance of Chromosojeeforma omodimeri che si associano
a due molecole MRE11 per formare complessi tetrmm@RE11-RAD50 denominati “MR
complex”. | due bracci del complesso suddetto pdone al tetrametro di inserirsi tra le
estremita libere del DNA oppure tra i cromatiditéa. Il terzo componente del complesso
MRN, NBS1, presenta una regione capace di legaettalinente ATM, ed & necessario per il
reclutamento di ATM a livello dei siti di danno @eand Paull, 2005). Inoltre, ATM
colocalizza e fosforila rapidamente I'istone H2AXH2AX), a livello del residuo di Ser139,
lo stesso residuo riconosciuto e fosforilato andae altre due chinasi appartenenti alla
famiglia delle PIKK, ossia ATR e DNA-PK (Rogakouadt 1998). Tale fosforilazione recluta
direttamente MDC1 (Mediator of DNA-damage Checkpgmnotein 1), che amplifica la
fosforilazione di H2AX, probabilmente tenendo legatse ATM, oppure agendo in modo da
impedire la defosforilazione dell'istone (Stucki dadackson, 2006). MDC1 e H2AX
permettono che sul sito di danno vengano reclal#ii fattori addizionali; in questo modo
vengono coordinati i processi di formazione deRlIR (lonizing Radiation-Induced Foci).
Tali formazioni sono “foci”, rilevabili a livello €l sito di taglio su doppio filamento indotti
dall'azione di radiazioni ionizzanti (Andegeko dt 2001). A livello degli IRIF, H2AX e
MDC1 reclutano 53BP1 un mediatore che agisce derkntfase di ricombinazione e che
recluta a sua volta CHK2 e p53, attivandole. Quedtiene, a loro volta, attivano altre
proteine che provocano l'arresto del ciclo cellela facilitano la riparazione del DNA
(Figura 8).
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Figura 8: ATM nella risposta cellulare alle DSBs. &pl L'induzione di una lesione di
tipo DSB sulla doppia elica di DNA comporta il repatino reclutamento del complesso
MNR. Tale complesso forma un ponte tra le estremitéibere del DNA tramite i bracci
coiled-coildel dimero Rad50. | dimeri inattivi di ATM vengono reclutati a livello della
DSB tramite I'interazione con la regione C-terminaé di NBS1, in aggiunta
all'interazione meno stabile con Rad50. StepP'attivita 3'-5’ esonucleasica di MRE11
catalizza la reazione che porta alla formazione disDNA. A questo punto viene inviato il
segnale di attivazione ai dimeri di ATM probabilmerte tramite cambiamento
conformazionale di NBS1. ATM si autofosforila in SEL981 e da dimero passa alla forma
di monomero attivo. Il complesso dovrebbe quindi ppmuovere un ulteriore
cambiamento conformazionale di ATM che stimoli il eclutamento dei substrati. Step3
Monomeri attivi di ATM rimangono sia vicino ai siti delle DSBs (dove fosforilano i
substrati colocalizzati) sia diffondono al di fuoridi questi siti per fosforilare i substrati
nucleari come p53 e CREBTratto da (Abrham et al. 2004).

3.4 Funzioni di ATM alternative alla trasduzione delegnale attivata da
danno al DNA

ATM aiuta la cellula a mantenere la propria stébiligenomica secondo un
meccanismo diverso da quello promosso dal dannBDNA. Negli ultimi anni si sono
accumulate diverse prove riguardo le funzioni faiiche svolte dalla chinasi ATM. ATM
sembra essere legata al controllo del mantenimdeta lunghezza e dellintegrita dei
telomeri. | telomeri sono delle strutture speciadiz poste alle estremita dei cromosomi, che

possiedono diverse funzioni tra le quali: salvadaee l'integritd genomica, mantenere la
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capacita proliferativa cellulare e controllare ti\ezione dei checkpoints del ciclo cellulare.
Pandita e collaboratori (1996) riscontrarono chéulee derivanti da pazienti AT sono
caratterizzate da instabilitd telomerica; frutto w@ile instabilita sono le associazioni
telomeriche, definite come chromosome end-to-emsdaation che si osservano quando le
cellule AT entrano in metafase. Nelle cellule AFtato riscontrato inoltre un accorciamento
delle sequenze telomeriche, anch’esso attribuitoaacato funzionamento della chinasi ATM
(Pandita and Dhar, 2000). Nonostante numerosi iaostengano l'ipotesi che ATM sia una
proteina prevalentemente nucleare coinvolta nedlsduzione di segnali relativi al danno al
DNA e che regolano il macchinario di controllo detlo cellulare, alcune pubblicazioni
dimostrano che ATM e anche una proteina citosolitaarticolare, la quantificazione della
proteina presente nei differenti compartimenti dd@zionamento, dimostrano che circa il
20% della proteina € nei microsomi e I'80% nel eoclla conferma di tale localizzazione
subcellulare si € avuta anche mediante colorazepexifica in microscopia elettronica
(Watters et al. 1997). Inoltre, una funzione ciggphatica per ATM, é stata osservata in
alcuni tipi cellulari in cui il trattamento con nlina ne attiva I'attivita chinasica e stimola la
fosforilazione della proteina di regolazione tradnale 4E-BP1l. Questa osservazione
fornisce un potenziale collegamento per l'insuliesistenza osservata nei pazienti con
I'atassia telangectasica (Yang and Kastan, 2000)tré, nel citoplasma, ATM localizza alle
vescicole, interagendo con fradaptina, uno dei componenti del complesso APR2, &€
coinvolto nell’endocitosi dei recettori mediata datrina. Questa interazione tra ATM e le
proteine associate alle vescicole potrebbe svolgemeiolo importante nella regolazione delle
vescicole stesse o nel trasporto di proteine naiame. Disfunzioni in questi percorsi possono
contribuire alla progressiva degenerazione ceratgelhei pazienti AT (Lim et al. 1998).
Comprendere il ruolo di ATM nel sistema nervoso odamentale per una completa
conoscenza della malattia, sebbene rimanga anaalte lavoro sperimentale da svolgere. Le
funzioni di ATM sono state studiate principalmeimesolture di cellule proliferanti, in cui un
ruolo importante della risposta al danno al DNAwelbp di attivare il controllo del ciclo
cellulare. In linea di principio, questi checkpoimdn sono attivati nella fase post-mitotica
delle cellule. E’ stato dimostrato che in un moaleleuronale umano differenziato in coltura,
in cui ATM € in prevalenza nucleare la risposta mtdda ATM alle DSBs e simile a quelle
delle cellule in proliferazione. Inoltre, I'elimigione di ATM in queste cellule non
interferisce con il differenziamento neuronale, atmlisce la risposta al danno al DNA,
concludendo che ATM nucleare media la risposta@88s in maniera simile a quello delle

cellule in proliferazione (Biton et al. 2006). Marphe quindi una proteina importante per
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I'arresto del ciclo cellulare e per la riparazioshe DNA e necessaria nel sistema nervoso?
Una possibilita € che ATM agisca come una companéntvie che rilevano ed avviano la
riparazione, o eliminano molecole danneggiate triapcoteine, lipidi e il DNA. In questo
contesto, si puo prevedere un ruolo per ATM dopecoinpletamento dello sviluppo del
cervello, quando la maggior parte delle cellulecspostmitotiche (e quindi non richiedono
una funzione di controllo del ciclo cellulare), npassono richiedere ATM per attivare
riparazioni macromolecolari. Cosi, in sua assergaiparazione non si verifica e, di
conseguenza, le cellule potrebbero degenerareostagno a favore di questa ipotesi viene da
alcuni lavori che evidenziano danni a proteinep@lij indotti da radicali liberi (Barlow et al.
1999) o una minore capacita di sopravvivenza eifunadita in seguito a stress ossidativo in
topi Atm -/- (Chen et al. 2003). Un'altra possitkile che, durante lo sviluppo, ATM funzioni
come una molecola che, direttamente o indirettaenattivi il controllo del ciclo cellulare o la
riparazione in precursori neurali in proliferaziome questo scenario, I'assenza di ATM puo
provocare l'accumulo di alterazioni genetiche iecprsori neuronali ancora in divisione
mitotica prima di formare cellule mature all'interdel cervello.

Tali anomalie potrebbero manifestarsi piu tardi eamurodegenerazione (Allen et al.
2001). In alcuni tessuti postmitotici neuronali ®te anche osservato che ATM € in
prevalenza citoplasmatica. Questi risultati suggemo che ATM potrebbe avere un ulteriore
ruolo nel differenziamento neuronale e la sopraemwka cellulare e che la sua assenza possa
portare ad anomalie negli organelli citoplasmatane riflesso di un aumento del numero dei
lisosomi (Oka and Takashima, 1998; Barlow et ab@0Infine, in una pubblicazione di Wu
e collaboratori (2006) é stato dimostrato che ATWb praslocare nel citosol in seguito alla
fosforilazione e legarsi alla proteina NEMO, unéawita regolatoria del complesso IKK che
svolge un ruolo centrale nella regolazione debfattdi trascrizione NF-kappaB. Sebbene il
ruolo della chinasi ATM nel citosol rimanga pocaach, la comprensione di questa funzione
potrebbe aiutare a spiegare come mutazioni del 4&ihé possano causare molteplici effetti
nel fenotipo AT. Infatti, un ruolo di ATM nella seglazione intracellulare e nel citosol é stato
suggerito da diversi cambiamenti fenotipici osserwacellule AT, come ad esempio l'alto
livello di fattori di crescita necessari per la Iffevazione cellulare (Shiloh et al. 1982),
l'insulino-resistenza in pazienti AT (Bar et al.789, e l'alterata regolazione dei livelli di
actina citoscheletrica nelle cellule AT (McKinnondaBurgoyne, 1985). Inoltre, un accumulo
di vescicole lipidiche citoplasmatiche e un aumeds&b numero di lisosomi in cellule di
pazienti AT € stato osservato mediante microscel@tronica (Schoonderwaldt et al. 1973),

suggerendo un alterato metabolismo lipidico o uetata attivita enzimatica lisosomiale.
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Cosi, sebbene ATM sia attivato con maggiore effecaa radiazioni e agenti radiomimetici,
le grandi dimensioni della proteina e le sue mdiltejocalizzazioni subcellulari suggeriscono

che esso possa avere piu di una funzione (Kuriaasd-Miller, 2004).

3.5 Attivazione di ATM

ATM si trova prevalentemente nel nucleo delle dellin divisione e risponde
rapidamente alle DSBs fosforilando numerosi substitasegno distintivo della risposta di
ATM e un rapido aumento della sua attivita chinasimmediatamente successivo alla
formazione delle DSBs. Evidenze sperimentali intlicahe 'attivazione di ATM (Figura 9)
puo comportare 'autofosforilazione. Un grande paasanti nella comprensione di questo
processo e derivato dalla pubblicazione di BakkemiKastan (2003), che hanno dimostrato
che le molecole di ATM sono inattive in cellule egte e sono mantenute in questa
condizione come dimeri o multimeri di ordine supegi In questa configurazione, il dominio
chinasico di ogni molecola e bloccato dal domini&THdegli altri. In seguito al danno al
DNA, ogni molecola ATM fosforila le altre in un lidsio di serina in posizione 1981
all'interno del dominio FAT; questa fosforilaziomgascia le due molecole di monomeri
pienamente attivi. Pochi minuti dopo l'induzionecha di un numero esiguo di DSBs, si
attiva la maggior parte delle molecole di ATM.
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Figura 9: Modello schematico dell’attivazione di ATM dopo irradiazione. Le DSBs
portano ad un’alterazione della struttura della cramatina che provoca
I'autofosforilazione del dimero di ATM sulla serinal981 e una conseguente dissociazione
del dimero. | monomeri attivati di ATM sono allora liberi di migrare e fosforilare i loro
substrati (qui: p53, Nbsl1 e Brcal).
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3.6 Meccanismo di attivazione di ATM

Ci sono diverse ipotesi riguardo il meccanismo mali@re attraverso cui viene attivato
ATM in seguito a danno al DNA. Bakkenist e Kastamfscono la prova che il segnale di
attivazione per ATM potrebbe essere la modificdadetomatina piuttosto che il contatto
diretto di ATM con le rotture del DNA (Bakkenist gKastan, 2003). Mentre non & ancora
chiaro se sia la rottura del doppio filamento di ANli per se o il cambiamento
conformazionale della cromatina derivante dallduratad avviare il processo di attivazione
di ATM, meglio descritti sono altri eventi connessin questo processo (Figura 10). NBS1
(un componente del complesso Mrell) € convenziaraknritenuto essere un substrato a
valle di ATM. NBS1 viene reclutata presso le DSB#iadinterazione diretta dei suoi domini
FHA/BRCT con l'istone H2AX fosforilatoy(H2AX). Attraverso l'interazione con il dominio
C-terminale legante hMRE11 della nibrina, due ghtr@teine, hMRE11 e hRADS50, vengono
richiamate dal citoplasma al nucleo ai siti dellSB3 e il complesso multimerico
NBS1/hMRE11/hRAD50 (N/M/R) forma foci ai siti di dao del DNA. Il complesso lega il
DNA, ha attivita nucleasica, € essenziale per lanate sensibilita alle radiazioni e sembra
avere un ruolo nel processamento e nella riparazielle lesioni. Almeno due diverse
sequenze SQ della nibrina, in particolare i reseigerina 278 e 343, vengono fosforilate da
ATM in risposta alla formazione di DSBs. NBS1 agiswella cascata di attivazione ATM-
dipendente dei checkpoint del ciclo cellulare, éocome modificatore/adattatore del segnale
in pathway multipli. Il checkpoint in fase S é meti da due vie parallele, una delle quali
coinvolge ATM, NBS1 e SMC1. Nbsl sembra anche maeéula fosforilazione da parte di
ATM di altri substrati, quali p53 e Chk2, nel casito delle transizioni in fase G1/S e G2/M.

Tuttavia recenti studi suggeriscono che NBS1/MRNrgiibe funzionare a monte di
ATM, reclutando ATM in prossimita della sede dehda al DNA ed attivandone la sua
funzione enzimatica (Uziel et al. 2003). In aggauat reclutamento del complesso MRE11,
per l'attivazione di ATM sono inoltre necessarieauserie di modifiche post-traduzionali.
Oltre all'importanza della fosforilazione in serinlB81 vi € anche la prova che la
defosforilazione di ATM influenza la sua attivitazimatica. Goodarzi e collaboratori (2004)
hanno dimostrato che [l'acido ocadaico, inibitorelledeprotein fosfatasi, induce
l'autofosforilazione della serina 1981 di ATM inlikcgée non irradiate, a concentrazioni che
inibiscono l'attivitain vitro della proteina fosfatasi 2A (PP2A). Inoltre, risuthe la subunita
catalitica e di scaffolding della PP2A co-immunagpéa con ATM in cellule irradiate,
mentre e dissociato dal complesso dopo lirradieziQuesti risultati suggeriscono che PP2A

associa con ATM in cellule non danneggiate mantdolenn uno stato inattivo. Inoltre Sun e
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collaboratori (2005) ha suggerito un ruolo direpper l'istone acetiltransferasi TIP60
nell'attivazione di ATM in risposta al danno al DNATM in cellule non stressate sembra
essere associato attraverso il dominio FATC cor6TIPn seguito a danno al DNA, TIP60 e

attivato ed acetila direttamente ATM; questo eventorrelato con l'attivazione della chinasi.
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Figura 10: Attivazione a monte di ATM e rete di rigosta a valle in seguito a DSB
(Lavin, 2008).

3.7 Principali substrati di ATM

La fosforilazione ATM-mediata incrementa o reprifattivita dei suoi substrati,
interessando cosi specifici processi in cui qupsdéeine sono coinvolte (Figura 10). Simile
ad altre PIKKs attive (con l'eccezione di mMTOR/FRARTM ha come bersaglio residui di
serina o treonina seguita da glutammina (il mot8Q/TQ") (Traven and Heierhorst, 2005).
La conoscenza dei substrati di una protein chi@assenziale per la comprensione delle sue
funzioni biologiche. Cosi, quando ATM e stata idigcdta come membro della famiglia delle
PIKK, in grado di fosforilare una varieta di sulastrcoinvolti nella segnalazione delle DSBs,

e stato evidente il suo ruolo chiave nel contrdibciclo cellulare, nella riparazione del DNA
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e nell’apoptosi. Uno dei primi processi che iniziatopo lI'induzione delle DSBs € la massiva
fosforilazione di una variante di una proteinansta chiamata H2AX.

Un altro importante substrato di ATM dopo dann®AalA é p53. Le cellule AT sono
difettive in tutti i checkpoint del ciclo cellulaf@eamish and Lavin, 1994). ATM svolge un
complesso ruolo di regolazione del checkpoint GE® G2/M, fosforilando direttamente i
suoi substrati o attivando altre chinasi e garafdeih rigido mantenimento dei checkpoint
mediante un controllo a piu livelli. Cid & dimostraer il checkpoint G1/S. Quando Kastan e
collaboratori (1992) hanno dimostrato un difettdlanestabilizzazione di p53 in risposta
all’esposizione alle radiazioni, p53 € emerso camemediatore di cruciale importanza nel
checkpoint G1/S. Gli stessi, in precedenza, avedmostrato che le radiazioni esercitano la
loro influenza sul checkpoint G1/S, ritardandoakpaggio delle cellule alla fase S, al fine di
facilitare la riparazione del DNA (Kastan et al919. E’ noto ormai che ATM fosforila p53
sulla serina 15 ed e responsabile di altre fostoioini di p53 che contribuiscono all'efficienza
della sua attivazione trascrizionale (Banin et 198), responsabile dell'attivazione del
checkpoint G1/S o dell'induzione dell’apoptosi (k@aand Gueven, 2006).

ATM fosforila ed attiva anche CHK2, una chinasi deeckpoint G2/M che fosforila
p53 sulla serina 20 (Bartek et al. 2001). Cio ietésce con linterazione p53-MDM2. La
proteina oncogenica MDM2 € un inibitore diretto ediretto di p53, poiché agisce da
ubiquitina ligasi su p53, mediandone la sua degiada attraverso il proteosoma. ATM
fosforila anche direttamente MDM2 in serina 395giferendo con l'esportazione nucleare
del complesso p53-MDM2 e, di conseguenza, con taad@zione di p53 (Khosravi et al.
1999). Inoltre, é stato riferito che la fosforilame di p53 in serina 46, importante per attivare
il programma apoptotico, in seguito a radiaziomizaanti € regolata da ATM, il quale agisce
come regolatore della proteina HIPK2 (Dauth e2@07; Rinaldo et al. 2007). Questa serie di
modifiche dipendenti da ATM che attivano e stab#izo p53, illustrano, anche se forse non
completamente, l'elaborato modo in cui ATM gestisee unico effettore, e indica che
potrebbe regolare effettori diversi all'interno ldedtessa via di trasduzione del segnale. La
maggior parte di queste vie di trasduzione non state completamente caratterizzate ed |l
coinvolgimento dei substrati di ATM in esse é stdamlotto semplicemente dalla mancata
attivazione di specifici checkpoint in seguito aliblizione della fosforilazione ATM mediata
di queste proteine. E’ possibile che tali proteabbiano un duplice ruolo nei processi a monte
ed a valle di ATM. Questo € il caso di NBS1: dalato, si tratta di un componente del
complesso MRN che é ritenuto essere coinvolto nédlaosta iniziale alla DSB; dall'altro

lato, si tratta di un effettore a valle di ATM, uma via di controllo
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Cosi I'emergente complessita dei rapporti tra ATdVi suoi substrati sta disegnando
nuovi complessi schemi di risposta al danno al D¢ si discostano da quelli tradizionali
piu lineari ed assegnano a diverse proteine piuuddd ‘a monte' 0 ‘a valle' in questo schema.

L'elenco dei substrati di ATM pubblicati e ben lumgll'essere completo, e molte
risposte dipendenti da ATM probabilmente coinvolgosubstrati di ATM attualmente
sconosciuti. Inoltre, recentemente Matsuoka e loft@ori (2007) hanno eseguito un’analisi
proteomica su vasta scala di proteine fosforilatadposta al danno al DNA su siti consenso
riconosciuti da ATM e ATR ed hanno identificato pii 900 siti di fosforilazione che
riguardano piu di 700 proteine. Le proteine cheosstate identificate dagli autori sono state
classificate mediante analisi ontologica. L’analisizionale di questi dati ha indicato che le
proteine identificate sono in prevalenza coinvatiella risposta al danno al DNA. E’
interessante osservare pero che sono state indteid@nche un numero cospicuo di proteine e
di reti non precedentemente collegati a tale rigpoQueste informazioni delineano uno
scenario molto piu ampio rispetto a quello precésteente stimato ed aprono nuove
prospettive di indagine sulle risposte al dannbMA nei mammiferi.

3.8 ATM nel sistema immunitario

Come le altre sindromi ad instabilitd genomica,T’'A una disfunzione predisponente
al cancro. La maggiore suscettibilita al cancro pezienti AT € associata all'assenza della
risposta ai danni al DNA, che si traduce nell'ibdita genomica (Khanna and Jackson,
2001). Tuttavia, nonostante il sistema nervosdmtamente interessato nell’AT, i tumori che
si riscontrano in questa sindrome sono principatménfomi e leucemie (Taylor et al. 1996;
Gumy-Pause et al. 2004). Questa caratteristicacali@ in accordo con il ruolo centrale di
ATM nella gestione delle DSBs generate durante Mibugpo del sistema immunitario
(Starczynski et al. 2003; Matei et al. 2006). lhtrollo dei danni al DNA ed il controllo della
riparazione delle DSBs sono necessarie per prasefiategrita del genoma durante la
ricombinazione V(D)J, un processo necessario peganizzare i segmenti dei geni delle
cellule B e del recettore delle cellule T (TCR)bBene responsabile dell'enorme diversita del
sistema immunitario, la rottura dei cromosomi eidangiunzione durante la ricombinazione
V(D)J contribuisce alla trasformazione oncogeniehaontesto di un controllo difettivo nella
riparazione dei danni al DNA. Cosi, difetti nell®feine coinvolte nella ricongiunzione dopo
rotture indotte dalla ricombinazione V(D)J preclutie generazione di recettori per gli

antigeni, compromettendo profondamente lo svilugpaellule B e T e provocando gravi
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carenze immunitarie. E’ interessante notare cheuéazioni che colpiscono la risposta al
danno al DNA portano ad un maggiore aumento dder@a di leucemie e linfomi rispetto ad
altri tumori, suggerendo che i linfociti in via siviluppo siano particolarmente vulnerabili alle
conseguenze oncogeniche di tali mutazioni (Reval.eR005). In particolare, topi che non
esprimono ATM mostrano una sorprendente predisjpr®za neoplasie linfoidi ed in
particolare linfomi del timo, in seguito ai qualuosiono nel primo anno d’eta (Shiloh, 2001;
Shiloh and Kastan, 2001).

3.9 Ruolo di ATM nella tumorigenesi

Il mantenimento dell’'integrita genomica é fondanagatper prevenire l'insorgere di
una neoplasia. In questa ottica, un efficiente egipadi risposta al danno al DNA e da
considerarsi come una barriera inducibile contro peogressione tumorale. Questo
meccanismo di risposta regolato da ATM e statorgage principalmente nel contrastare la
progressione tumorale negli stadi precoci di sytuplnfatti, in diversi campioni clinici di
tessuti provenienti da varie fasi di tumori umaalla vescica urinaria, della mammella, del
polmone e del colon, gia le prime lesioni precurpoe-tumorali (ma non i tessuti normali),
esprimono i marcatori di una attiva risposta al rdaral DNA. Questi includono la
fosforilazione della chinasi ATM e Chk2, dell'iserH2AX e di p53. Simili risposte sono
state indotte in cellule in coltura mediante I'esgmione di differenti oncogeni che deregolano
la replicazione del DNA. E’ stato quindi postulathe gia nelle fasi precoci della
tumorigenesi (prima dell'instabilita genomica e ldetonversione in tumore maligno), le
cellule attivano una rete di risposta al danno HIADche ritardi o impedisca la progressione
tumorale. Le mutazioni che compromettono questarobto, tra cui i difetti della via di
ATM-Chk2-p53, potrebbero consentire la proliferamocellulare, la sopravvivenza, una
maggiore instabilita genomica e la conseguenterpsagpne del tumore (Bartkova et al.
2005; Bartek et al. 2007). Una gran parte delkzidatura sulle mutazioni del gene ATM ed |l
cancro tratta degli eterozigoti portatori di mutadinel gene in questione. Per piu di due
decenni, ATM ha suscitato l'interesse degli epid#dagi a causa dell’osservazione della
predisposizione al cancro tra i portatori eterozigb mutazioni ATM. Questi studi hanno
evidenziato un’elevata incidenza di tumori maligni,particolare del cancro al seno, tra i
membri sani delle famiglie con un paziente AT (Kih@an2000).

Considerando la stima dell’1-2% della frequenzgadalitatori di una mutazione ATM

nella popolazione generale, questa osservazionempartanti implicazioni per la salute

58



pubblica. Le mutazioni ATM portano, nella maggioarie dei casi, a prodotti proteici
incompleti ed instabili; questi alleli quindi nolescono affatto a produrre ATM. | portatori di
tali mutazioni hanno quindi un livello ridotto drqieina ATM funzionale. Altre mutazioni
AT portano a sostituzioni amminoacidiche (mutazionssenso) o delezioni in frame, che
producono una proteina cataliticamente inattivalleNeellule dei portatori di queste
mutazioni si osservano sia molecole di ATM funziorsga inattive, in vari rapporti. Un
meticoloso studio dei tipi di mutazioni di ATM nellfamiglie AT, con alta incidenza di
tumori ha rivelato un’alta frequenza di mutazionissenso (Stankovic et al. 1998).
L'importanza delle mutazioni missenso nella preagpone al cancro nei portatori di
mutazione ATM, puo essere spiegato con l'effettdatninante negativo della forma inattiva
della proteina, che porta ad una riduzione delteifone di ATM. Ulteriori elementi di prova
dell'importanza delle mutazioni missenso di ATM ateusano alterazioni genomiche e
venuto dalla ricerca di mutazioni somatiche di AirfMumori umani sporadici. In particolare,
le alterazioni del gene ATM, e soprattutto mutaziomssenso, sono state riscontrate
frequentemente nelle neoplasie linfoidi degli ad{@umy-Pause et al. 2004). La perdita di
eterozigosi in 11922-23 (dove e localizzato il gé&eM) e un evento frequente nei tumori
linfoidi sporadici e numerosi studi hanno segnalaba netta prevalenza di alterazioni del
gene ATM in diverse malattie linfoproliferative,gigngendo elementi di prova all'ipotesi di
un contributo di ATM nella patogenesi di questi tum(Bullrich et al. 1999; Stankovic et al.
1999; Camacho et al. 2002). Piu di recente sorte stsaminate alterazioni del gene ATM
nelle leucemie acute dellinfanzia e nei linfomi Hiodgkin. Sono state riscontrate
frequentemente varianti missenso di ATM nella liggaminale (Gumy-Pause et al. 2003;
Liberzon et al. 2004) e due studi hanno dimostchi® alcune delle varianti si sono rilevate
patogeniche, codificando una proteina funzionale@momala. Esaminando il gene ATM in
bambini con Corea di Huntington (HD) per cercargsli polimorfismi nucleotidici (SNP),
stata trovata una correlazione con specifiche nmraed un fattore di rischio genetico per i
linfomi di Hodgkin pediatrici (Oguchi et al. 2003;akagi et al. 2004). Questi risultati
suggeriscono che ATM possa essere anche coinvell@ patogenesi delle neoplasie linfoidi
infantili. Recentemente Renwick et al. (2006), &odo 443 famiglie con tumore della
mammella e 521 controlli hanno dimostrato che wmiata ATM conferiscono agli
eterozigoti un rischio relativo di 2,37 di sviluppacancro. ATM e quindi un fattore minore di
suscettibilita genetica al cancro della mammella.

Queste osservazioni inoltre sembrano riconcilibokbiattito sul ruolo delle mutazioni

ATM nella predisposizione genetica al cancro (Stamk et al. 1998; Gatti et al. 1999;
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Khanna, 2000), e collocano il gene che codificalpgroteina ATM nell'elenco dei geni che

sono coinvolti nella insorgenza del cancro nellpgtazione generale.

3.10 Mutazioni di ATM e stress ossidativo

Studi recenti hanno dimostrato che, in assenzaltl Al controllo del livello dei ROS
nella cellula € compromesso. Tutti i dati sono esogti da quattro evidenze sperimentali:
un’anomala risposta delle cellule AT agli agent @hducono danno ossidativo; anomalie nei
livelli di espressione o nella funzione dei sistaantiossidanti in queste cellule; evidenze di
un aumentato stress ossidativo nei tessuti di iddivAT; la presenza di una reazione
continua allo stress ossidativo, che puo esseiligatatdall'impiego di antiossidanti. Tuttavia,
mentre e stato ampiamente dimostrato che le céNtilsoffrono di stress ossidativo costante,
e che questa condizione e responsabile di una galrfenotipo clinico, non é ancora chiaro |l
meccanismo che sta alla base di questo fenomeno.

Secondo le ultime scoperte la proteina ATM potrediiee regolando lo stato “redox”
della cellula in modo diretto ed indiretto. ATM pelbbe regolare direttamente I'espressione
di geni codificanti proteine che combattono il danossidativo o modificare I'attivita di
gueste proteine attraverso modificazioni post-&iaehali (es. fosforilazione). Le
modificazioni post-traslazionali potrebbero essseguite da ATM stessa o da altri enzimi, in
modo ATM-dipendente. ATM stessa, inoltre, potrelelssere un sensore del livello di ROS
nell’ambiente cellulare.

E interessante notare perd che la regolazione didto “redox” della cellula avviene
soprattutto nel citoplasma e che ATM ¢ stata ossaranche al di fuori del nucleo in cellule
di cervelletto (Oka and Takashima, 1998). Una e&eymrzione di ATM citoplasmatico e
stata ritrovata nei perossisomi (Watters et al.919%nche lattivita dell’enzima catalasi
risulta difettiva in cellule AT (Watters et al. 199 Anche se non e stato ancora dimostrato un
intervento diretto di ATM sulle pathways di risp@sdil danno ossidativo sono stati proposti
due meccanismi d’azione (Figura 11). ATM é coinaaielle fasi precoci della risposta alle
DSBs e potrebbe riconoscere anche altri tipi dnakgalcuni dei quali non associati con il
danno al DNA (Shiloh, 2001) ma non e stato dimdstrehe questa proteina reagisca
direttamente a livelli anormali di ROS.

Una spiegazione alternativa € basata sul concitola continua presenza di DSBs
non riparate sul DNA di cellule AT potrebbe avere effetto secondario sul metabolismo

intracellulare. Stern e collaboratori (2002) infagropongono che la continua presenza di
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danno non riparato sul DNA comporti I'attivazionievee di risposta, dipendenti dal consumo
di NAD". Uno degli enzimi che si attivano immediatament@al I'induzione di danno al
DNA e PARP (poli-ADP-ribosio polimerasi), responsgatdella sintesi di polimeri ADP-
ribosio. Quindi lattivazione di PARP in seguito aanno provoca la conseguente
diminuzione del NAD intracellulare. Potrebbe essere questa carenz&Di' Na causa dello
stress ossidativo in cellule AT. Tale modello pblre spiegare la presenza di neuropatologie
associate a difetti della riparazione. Il mantemtoalella stabilitd genomica é cruciale per lo
sviluppo della cellula neuronale, ed essendo lesstrossidativo una diretta conseguenza
dell'incapacita di riparare lesioni al DNA, potreblkessere proprio questa condizione di
instabilitd a provocare neurodegenerazione nellaeledlifettive per la riparazione, come lo
sono le AT (Figura 11).

ATM
deficiency

o

\ }
G PTI v
regulalion 'h‘ Constitutive DMA

damage
Genes+ Antioxidant— ROS 9
enZymes
Depletion of
NAD* pools
Oxidative Oxidative
stress stress

Figura 11: Due ipotesi per spiegare come I'assendda ATM pud comportare stress
ossidativi.

3.11 Potenziali terapie

Allo stato attuale non vi € alcuna terapia efficpee curare o prevenire la progressione
dell'atassia telangiectasia. Sebbene sia possHiieviare alcuni sintomi associati con
immunodeficienza e la carente funzionalita polragy né la predisposizione al cancro, né la

progressiva neurodegenerazione puo essere prevenuta
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3.11.1 Terapie a base di antiossidanti

Recenti studi suggeriscono che le capacita antiassisono ridotte nel siero e nelle
colture cellulari dei pazienti AT conferendo un teode stato di aumentato stress ossidativo
(Barzilai and Yamamoto, 2004). La perdita di ATMiigbbe portare alla deregolazione della
trascrizione o alla persistenza delle rotture neommsomi attraverso alterazioni
nell’espressione genica o interferire nella funeionitocondriale causando lo sbilancio nel
metabolismo dell'ossigeno con conseguente stresidativo. Tale stress pud portare danno
alle macromolecole cellulari e quindi instabilit@ngmica, cancro e neurodegenerazione.
Quindi un approccio per il trattamento dell’AT peltbe essere I'uso di antiossidanti (Figura

12). Due esempi di potenziali terapie a base dntagatiossidanti sono di seguito riportate.
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Figura 12: Meccanismo di stress ossidativo in cellule AT (A) &figurazione della
normale funzione di ATM nel riconoscimento e riparaione delle rotture a doppio
filamento del DNA al fine di ridurre al minimo lo stress ossidativo, l'instabilita del

genoma, il cancro e la neurodegenerazione. (B) Mutigne o perdita di ATM che porta

ad una segnalazione anormale delle rotture a doppigica del DNA. La perdita di

funzione di ATM e associata con 'aumento dello s&ss ossidativo.

Trial di uso combinato di antiossidanti e inibitatella PARP:L’AT Clinical Center
del Johns Hopkins Hospital (Baltimora, USA) ha auttol tale trial utilizzando un
antiossidante quale l'acidelipoico (200 mg TID) e la nicotinammide (12,5 mg/BID), un

inibitore della PARP, allo scopo di controllare lale delle conseguenze secondarie dello

stress ossidativo in pazienti AT sia adolescene ddulti. Significativi effetti negativi
attribuibili ai due agenti chimici somministrati m@ono stati riscontrati nei pazienti in cura

(Lederman et al. 2006). Inoltre, il livello di algatotali nelle urine e la capacita di
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assorbimento dell’'ossigeno ridotto nel siero sulmdvan miglioramento significativo rispetto
allo stato basale, quando ai soggetti venivano damtrati i medicinali. Lo studio ha
consentito di valutare la riproducibilita di piu rpenetri della funzione neurologica e
polmonare. Sebbene non sia stato riscontrato nesaportante miglioramento di tali
parametri, &€ stato possibile determinare qualessii @a sufficientemente riproducibile per il

SuUo uso in un ulteriore trial clinico.

Trials pre-clinici con I'antiossidante isoindolin@trossine:L’agente antiossidante 5-

carbossi-1,1,3,3-tetramethylisoindolin-2-yloxyl (|RITO) & stato somministrato in topi At
Questo antiossidante, membro del gruppo dei nittipgs un radicale libero stabile capace di
agire come “scavenger” dei ROS. | nitrossidi poss@agire cataliticamente come SOD
(superossidodismutasi che converte il superossig@iossido di idrogeno) e queste proprieta
li rendono adatti per il trattamento di malattieratterizzate da stress ossidativo. La
somministrazione di CTMIO in topi At ha ridotto il tasso di morte delle cellule del
Purkinje, migliorato la dendritogenesi fino al like del wild-type (Chen et al. 2003) e
aumentato lattivita della catalasi, che demolifeequa ossigenata in acqua ed 0ssigeno
molecolare nel cervelletto. Questi risultati suggEInNo come questo agente possa proteggere
dallo sviluppo della neurodegenerazione. Questeleexie suggeriscono che la terapia
antiossidante ha un notevole potenziale nel cdotrdélle sintomatologie caratteristiche

dell’AT ed eventualmente in altre patologie neugaleerative da stress ossidativo.
3.11.2 Correzione della funzione del gene ATM mediantetation-therapies targeted

La maggior parte dei pazienti AT eredita due distimutazioni. Fino ad oggi sono
state descritte per il gene ATM piu di 500 mutakzidistribuite su tutta l'intera regione
codificante (Eng et al. 2004). La maggior partguiesti cambiamenti (circa 80%) in pazienti
AT danno luogo a proteine tronche, sia attraversatamoni nonsenso, Sia attraverso
mutazioni di splicing o terminazioni premature gwtarie che risultano da mutazioni
frameshift. Pertanto qualsiasi tentativo di ripnate la normale funzione dei geni ATM
mutati attraverso “mutation-therapies targetedhigderebbe la lettura attraverso il codone di
terminazione o I'occultamento del sito di splicicigptico. Chiaramente, in entrambi i casi la
metodologia usata deve essere mirata alle singelafeche mutazioni. Gli approcci di questo

tipo non devono necessariamente ripristinare ilmabe livello della proteina poiché anche
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bassi livelli di ATM (5-10%), in alcuni pazienti ATdanno luogo ad un fenotipo moderato
(Taylor et al. 2005).

Correzione della funzione del gene ATM mediantietira attraverso il codone di

terminazione prematurd:ai e collaboratori (2004) hanno utilizzato gli anoglicosidi al fine

di ottenere I'espressione di una proteina ATM fonale mediante la lettura attraverso |l
codone di terminazione prematudli antibiotici aminoglicosidici si legano all’ansaterna
dell’'elica 44 della subunita 16S dellRNA ribosoteiail sito di decodifica, inducendo un
cambiamento conformazionale locale che compronteetettura corretta codone-anticodone e
permette la traslazione attraverso quello che barem codone di terminazione. E’ stato
dimostrato che la proteina cosi prodotta era fur@® nelle vie di segnalazione ATM-
dipendenti, tra cui I'attivazione del checkpointfase S, la correzione della radiosensibilita e
I'autofosforilazione, indicando che la proteina ATéva realmente attivata. Tale metodologia
quindi € in linea di principio molto promettentesttaivia, alle concentrazioni richieste per
garantire la loro efficacia I'uso di aminoglicosiiBulta tossico sia per le cellule in coltura sia
per 'uomo. Perché diventi una reale opzione tarap®, € necessario identificare altri
composti che abbiano una minore tossicita, ma mgate la stessa efficienza nella lettura

attraverso il codone di terminazione.

Correzione delle mutazioni di splicing con oligolaatidi “morfolino” antisenso:

Gatti e collaboratori (2007) si sono serviti diggihucleotidi morfolino antisenso (AMOS) per
ridirigere e ripristinare il normale splicing detrge ATM. Due delle tre mutazioni testate di
ATM, attivano siti di splicing criptici al 5’ e Jispettivamente negli esoni 55 e 8; mentre la
terza attiva un sito di splicing criptico al 5" alke e/o al sito di splicing criptico al 3' a monte
nell'introne 28, che causa l'inclusione di una pone dell'introne 28 come pseudoesone. Gli
AMOs mirano a nascondere questi siti e permettéegpitessione di un mRNA per ATM
della giusta lunghezza, poiché é avvenuto un nanpabcesso di splicing (Figura 13).
L’efficienza della traduzione di questo mRNA in f@ima e di circa il 30% rispetto al normale
dopo circa 3 giorni di esposizione delle cellulAMNOs. La proteina cosi ottenuta si
autofosforila in risposta alla presenza delle D®B®sforila i substrati a valle come p53,
NBS1, SMC1 etc. Inoltre, le cellule mostrano unmentata radioresistenza.

Per poter utilizzare tale tecnica come terapid’pemo deve essere determinata sia la
sua tossicita che la sua efficacia in modelli atiinidoro uso in pazienti AT potrebbe essere

limitato dal metodo per il trasporto e il rilascioifatti, tale terapia richiede che I'ATM
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corretto tramite I'uso degli AMOs sia processatd oervelletto dove é necessario per
restaurare la normale funzione delle cellule detkipie; inserire oligonucleotidi o altri
costrutti in tale sito presenta impedimenti qualidarriera ematoencefalica e il piccolo

numero di cellule del Purkinje che popolano il atietto.
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Figura 13: Rappresentazione schematica della correzione AMO te mutazioni del gene
ATM. "X si riferisce allo splicing normale. (A) AM O-TAT [C] e stato impiegato per
bloccare le mutazioni che generano un nuovo sito 8i splicing. (B) AMO-IRAT9 é stato
progettato per bloccare le mutazioni che generanorunuovo sito 3’ di splicing. (C) Due
AMO sono stati utilizzati, AMO-A e AMO-D, per ripri stinare la normale giunzione tra
gli esoni 28 e 29 (Lavin et al, 2007).
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CAPITOLO 4: : LA PROTEINA P33

4.1 Introduzione

La proteina p53 €& un importante fattore che in@i nella regolazione della
proliferazione cellulare e dell'apoptosi. Si riteeinoltre che la p53 sia implicata anche in
numerosi altri processi, tra i quali la regolaziodella duplicazione del centrosoma, i
checkpoints del fuso mitotico, la differenziazicrelulare, I'invecchiamento e 'angiogenesi
(Kubbutat et al. 1997). La p53 € un fattore didremone: accende cioé altri geni, al momento
giusto. Essa e in grado di legarsi sotto formattamero a specifiche sequenze del DNA dei
geni posti sotto il suo controllo (Kaelin, 1999; hakov, 2000). Agisce quando la cellula é
esposta a stress che possono provocare dei ddnDiNAe quando cio accade la cellula in
proliferazione deve prima attivare specifici indvit del ciclo cellulare e, poi, i sistemi di
riparazione del danno. In altre situazioni, seaiho & troppo esteso, p53 induce I'apoptosi.
La p53 agisce dunque come una sentinella che gggarit mantenimento dell'integrita del
genoma. Inoltre, la presenza di mutazioni nel geme la codifica nella maggioranza dei
tumori umani, tumori che infatti rispondono pocdicsfcemente alla radioterapia e alla
chemioterapia, ha reso questa molecola particalggetto di studio (Levine, 1997). Infatti,
nelluomo circa il 50% dei tumori umani presentataaioni nel gene per la p53 e la restante
meta e caratterizzata da alterazioni nei compomletia via di soppressione tumorale mediata

dalla stessa.

4.2 Struttura e regolazione della proteina p53

La proteina p53 €& una fosfoproteina nucleare di[3& costituita da 393 amminoacidi,
codificata dal gene soppressore tumorale omologangola copia, localizzato sul braccio
corto del cromosoma 17 e contenente undici esanisdquenza della proteina puo essere
suddivisa in quattro principali regioni strutturalfunzionali (Figura 14):

* un dominio N-terminale (amminoacidi 1-43), in cigsiede la funzione di attivatore

trascrizionale, e capace di interagire con i fadefla trascrizione TFII D e TFII H
(Lu and Levine, 1995; Thut et al. 1995). Questo mhaonlega la proteina Mdm2

che e il principale regolatore di p53;
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* una regione centrale o “core” (amminoacidi 100-30@)putata al legame specifico
con regioni di DNA attraverso il riconoscimento dha sequenza consenso
(Bargonetti et al. 1993);

* un dominio di tetramerizzazione (amminoacidi 3283%he si organizza in una
struttura adr-elica; la p53 nativa infatti € un tetramero edreis® la sua attivita di
oncosoppressore solo in questa forma (Shauliah 4982; Stenger et al. 1994,
Jeffrey et al. 1995);

* un dominio C-terminale (amminoacidi 363-393), riaicamminoacidi basici con
funzione di regolazione sull’'interazione tra laicege “core” e il DNA (Hupp and
Lane, 1994; Lee et al. 1995); sembra assumere naidone di dominio pro-

apoptotico o di riconoscimento del danno a secatele situazioni (May and

May, 1999).
transcription
regulation,

Mdm2-binding regulation of
transactivation sequence-specific DNA binding DNA binding

T 1 | pa—

proline rich oligomerization
Ti, 1 1
w {1 e e vl oo
sites of phosphorylation e HLI

Figura 14: Struttura della proteina p53 dove sono appresentati i diversi domini
funzionali. NLS= segnale di localizzazione nucleare

In condizioni normali, in cellule non danneggidteproteina p53 é altamente instabile
(ha una vita media di circa 10-20 minuti) ed € enés in concentrazioni molto basse. Questo
perché la proteina p53 interagisce con un fattegolativo, Mdm2, (da “murine double
minute 2”) che si lega all'estremita N-terminaldlaeroteina e mediante un dominio ring-
finger, agisce da ubiquitina ligasi E3 indirizzankdo proteina p53 verso la degradazione
all'interno dei proteosomi (Joseph et al. 2003)cdhtrollo negativo della p53 da parte di
Mdm2 si esercita anche promuovendo la traslocazietia proteina fuori del compartimento
nucleare verso il citoplasma dove essa non pucciemer la sua funzione di fattore di
trascrizione. La proteina p53 stessa regola laricasne del gene Mdm2, partecipando quindi
alla propria regolazione mediante un meccanismeedlfack negativo: in tal modo, quando i

livelli intranucleari di p53 si innalzano, viene@nseguenza rafforzata la via di degradazione
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grazie alllaumento di espressione di Mdm2. Receatde) € stato proposto un meccanismo
caratterizzata una proteina denominata Parc da-&sS8ciated, parking like cytoplasmatic
protein”, presente nel citoplasma come parte djnamde complesso e strettamente associata
a p53 (Nikolaev et al. 2003). Parc interagiscettdinente tramite il suo N-terminale con
'estremita C-terminale della p53. L'analisi delaquenza amminoacidica dimostra che Parc
contiene alcuni domini comuni ad altre proteine attivita di ubiquitina-ligasi. Tuttavia,
sembra che la regolazione di p53 tramite questieipeosia indipendente dall’'ubiquitinazione
e Parc agisca piuttosto prevenendo il sequesiplagmatico di p53. Quindi, questa proteina
sarebbe importante come regolatrice della locatioree intracellulare di p53. Al contrario, il
fattore ARF (Alternative Reading Frame) codificadal gene INK4A, svolge un ruolo
centrale nel controllo positivo della proteina ps®resenza di certi segnali di stress cellulare.
ARF sequestra Mdm2 impedendogli di legare p53, eoinplesso Mdm2/ARF viene
traslocato all'interno del nucleolo utilizzandoagsali di localizzazione nucleolare presenti
sia in Mdm2 che in ARF. In questo modo la protgib8 e lasciata libera dall'interazione che
'avrebbe destinata alla degradazione e puo sweldar sua attivita trascrizionale nel
nucleoplasma. L’espressione di ARF puo essere Etedall’attivita di c-myc e da quella di
E2F, che a sua volta puo essere indotta da disegsiali apoptotici.

Quando la cellula é sottoposta ad un segnaleafistyenotossico, si ha 'attivazione di
varie proteine-chinasi, tra cui ATM, la proteinwasi C, la Cdkl, che catalizzano la
fosforilazione di p53 su alcuni residui di seripali Serl5, Ser20, Ser47. A causa del
cambiamento conformazionale dovuto a queste madibni, I'interazione p53/Mdmz2 viene
destabilizzata riducendo cosi la degradazione psotaale della p53 che si accumula a
partire da questo momento. Cio porta allaumentitad®ia concentrazione e all'incremento

della stimolazione della trascrizione genica.

4.3 Checkpoints del ciclo cellulare e p53

Il processo di divisione cellulare e altamente athh e regolato. | checkpoints sono
dei punti di controllo deputati a ritardare la preggione del ciclo nella fase successiva
solamente quando la fase precedente & pienamemigatata. Il loro scopo principale € di
garantire che le cellule figlie ereditino una coptanpleta e fedele del genoma. | checkpoints
sono attivati dalla presenza di danno al DNA, dgnaé di stress esogeni, da errori che

avvengono durante la replicazione del DNA o dal caém attacco dei cromosomi alle fibre
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del fuso mitotico. L’eliminazione dei checkpointsldiclo cellulare puo portare alla morte
per un organismo unicellulare mentre, per gli organ pluricellulari conduce alla
proliferazione incontrollata e alla tumorigenesykiérg et al. 2002).

Il soppressore tumorale p53 svolge un ruolo chiawegnuno dei checkpoints del ciclo
cellulare: il checkpoint G1/S, quello in fase Srdine il checkpoint G2/M (Giono and
Manfredi, 2006).

L’attivazione sequenziale delle cicline D, E e Ajclioe G1/S, da luogo
all'iperfosforilazione di pRb, che poi rilascia E2permettendo la trascrizione dei geni
richiesti per I'entrata nella fase S. L'arresto a@&tlo cellulare al limite della fase G1/S
avviene mediante I'eliminazione sia della ciclind Bia di Cdc25A, attivatore di cdk2. p53
mantiene questo arresto inducendo I'espression®1li inibitore di cdk che blocca questa
progressione inibendo i complessi cdk2. La trapnsei G2/M é guidata dal complesso
cdc2/ciclina B. In seguito allo stress cellulafarresto in G2/M avviene inizialmente tramite
la fosforilazione di Cdc25C, la fosfatasi che attiedc2/B, che €& poi sequestrata nel
citoplasma dalle proteine 14-3-3. Un numero di géersaglio di p53 assicurano il
mantenimento di questo arresto: p21 inibisce stanhplesso cdc2/B sia CAK, la sua chinasi
attivatrice; GADD45 promuove la dissociazione deinplesso cdc2/B; 14-3-3 sequestra
cdc2/B nel citoplasma; I'espressione di Cdc25Cpeassa da p53 (Figura 15).
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Figura 15: | checkpoints G1/S e G2/M e il coinvolgnento della p53.

4.4 Apoptosi e p53

L’'apoptosi e l'autodistruzione della cellula e satta di un evento fondamentale
nell'equilibrio riproduttivo dei tessuti e nei meatgsmi di sorveglianza contro lo sviluppo dei
tumori. La morte delle cellule “vecchie” avviendraverso due processi estremamente diversi
tra loro: la necrosi e l'apoptosi. La prima si nfasia con un rapido rigonfiamento che si
conclude con la lisi cellulare e di norma causa fsgosta infiammatoria perché le sostanze
intracellulari vengono riversate all’esterno, egiagsenta un evento traumatico.

L’apoptosi, invece, avviene sotto stretto contrajjenetico. Questo evento € stato
identificato per la prima volta nel 1972 (Kerr &t E72), ma l'interesse & esploso negli anni
novanta quando conoscere i geni responsabili detlete cellulare e i meccanismi con cui
esplicano la loro funzione poteva rappresentangritho passo verso la comprensione dei
processi di invecchiamento e per I'applicazioneedapie che accelerassero la morte cellulare.

Uno dei geni coinvolti € p53, che ferma I'accresamto e la divisione cellulare nel caso in cui
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vengano rilevati dei danni al DNA. Questi ultimivd@o essere riparati, altrimenti la cellula
viene indirizzata verso la morte. Un altro comg@ssolto dall’apoptosi € di tipo “altruista”; in
una cellula sottoposta a stress ambientali talmérte da non poter reagire e difendersi
mediante la sintesi delle proteine da stress chdakstermico viene attivato il programma di
morte. Questo tipo di controllo e estremamenteaggivso per le cellule che la circondano e
per lintero organismo: infatti durante I'apoptoson avviene il rilascio di sostanze
endocellulari nel’lambiente esterno, come nellarosic € non si genera cosi nessun evento
inflammatorio. E’ nota poi un’intera famiglia di geinibitori dell’'apoptosi, la cui attivita si
riscontra in numerose patologie tumorali: I'at@vérrata di questi geni sottrae la cellula al suo

destino e ne permette la crescita e le successisgothi, causando I'insorgenza di tumori.

4.4.1 Sequenza degli eventi nell’esecuzione della morte

La morfologia di una cellula apoptotica e carastgra in quanto la cellula e soggetta a
cambiamenti sia biochimici che morfologici (Kerr at. 1972; Wyllie et al. 1980).
Inizialmente sia il citoplasma che il nucleo subisz una evidente condensazione. A livello
del citoplasma, la membrana plasmatica forma getieuberanze e si formano grandi vacuoli
a livello del citosol e i mitocondri, nonostantenangano morfologicamente intatti, perdono
gradualmente la loro funzionalita. Poi avviene tanpattazione del nucleo dopo la sua
decondensazione nello stadio iniziale del processo formano, quindi, granuli compatti
ipercondensati di cromatina che si spostano verseetiferia dello stesso. Successivamente,
frammenti discreti di materiale nucleare raggiurggoia membrana plasmatica, dove,
circondati da evaginazioni della stessa, tendosta@carsi dal corpo cellulare trascinando con
sé parte del citoplasma e del materiale nucleaneda origine ai cosiddetti corpi apoptotici
che vengono fagocitati dalle cellule vicine.
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Figura 16: Evoluzione morfologica di una cellula inapoptosi (Nagata, 2000).

Gli eventi principali che si susseguono sono (FRagLe):

* la condensazione nucleare e citoplasmatica;

» la frammentazione del DNA in siti compresi tra claosomi ad opera di specifiche

endonucleasi;

» il collasso del potenziale di membrana mitoconerial

* lo spostamento del citocromo-C dai mitocondri &ds0l, dove essi contribuiscono

ad attivare proteasi cellulari chiamate caspasisdrm® suddivise in induttrici ed
esecutrici.

L’apoptosi puo essere innescata direttamente dattoec sulla superficie della
membrana che attivano le caspasi iniziatrici cler@volta attivano quelle esecutrici; oppure
il danno irreparabile al genoma attiva direttameit@mite un meccanismo sconosciuto, le
caspasi esecutrici (Salvesen and Dixit, 1997)efingle apoptotico, dall’evento iniziale, e
trasmesso attraverso varie componenti (p53, Rbya-oiabl) al fine di alterare le interazioni
e i rapporti tra i membri della famiglia BCL-2 clpeoteggono e promuovono la morte o la
diretta attivazione delle caspasi. L’attivazionelledecaspasi deriva da tagli proteolitici
specifici dove una caspasi attiva un’altra caspasina cascata proteolitica (Zhivotovsky et
al, 1996). La frammentazione del DNA avviene grazienolti tagli indotti nelle regioni
“linker” tra i nucleosomi tramite I'attivazione delendonucleasi che rompono il DNA con la
formazione di frammenti. L’attivazione delle endolaasi puo essere effettuata dalle caspasi
(Enari et al. 1998). Benché gli effetti finali dappoptosi hanno come obiettivo il DNA
genomico, la maggioranza delle molecole coinvole kontrollo e nell’'esecuzione
dell'apoptosi hanno una localizzazione non nucteack esempio il mitocondrio gioca un
ruolo principale nel processo apoptotico (Green Krmkmer, 1998). Infatti, come risposta
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agli stimoli inducenti all’apoptosi, le cellule ntesno un collasso del potenziale
mitocondriale di transmembrana che precede i segcleari dell’apoptosi (Vayssiére et al.
1994). Un altro evento cardine che riguarda il wotadrio € il rilascio del citocromo-C nel

citoplasma, inducendo I'attivazione della caspafiif et al. 1996). Non si conosce l'esatta
relazione tra il collasso del potenziale mitocoaldridi transmembrana ed il rilascio del

citocromo-C.

4.4.2 Principali vie apoptotiche

Il processo apoptotico viene innescato da una seériesegnali extracellulari e
intracellulari che includono le radiazioni gammaukraviolette, lo stress ossidativo, le
sostanze cancerose, le infezioni virali, i danniDdA, la mancanza di alcuni fattori di
crescita e di citochine. Una cascata di reazionigitivare gli effettori dell’apoptosi; i segnali
extracellulari inducono tramite i recettori unaposta mediata da molecole che attivano
cascate di secondi messaggeri che mettono in azidéo® volta cascate di fosforilazioni ad
opera di chinasi regolatrici del metabolismo e’dsfiressione genica.

Nei mammiferi sono state identificate due vie aptiphe principali definite come via
intrinseca e via estrinseca (Salvesen and Duck@®R) (Figura 17).

Nella via estrinseca i segnali apoptotici sononr@ssi da proteine recettoriali di
membrana appartenenti alla super-famiglia dei TNFFBRmor Necrosis Factor Receptor)
definiti recettori di morte, al momento dell'inteiane con i loro specifici ligandi. Questa
trasduzione del segnale verso l'interno della tlhichiede il coinvolgimento di molecole
adattatrici, complessi proteici di reclutamentoaechspasi 8 per l'attivazione delle caspasi
effettrici, tra cui la caspasi 3, che possano attli@asecuzione del programma di morte. Ad
esempio, il legame del ligando Fas al suo receftaseporta alla trimerizzazione del recettore
al livello della membrana plasmatica e alla forroaei di un complesso chimato DISC
(Death-Inducing-Signalling-Complex) derivato dadaciazione della regione citoplasmatica
del recettore Fas e una proteina adattatrice FAD®Dmrocaspasi 8. La procaspasi € attivata
dal taglio proteolitico a formare un enzima attisloe puo attivare a sua volta le caspasi a
valle.

La via intrinseca, o mitocondriale e innescata’aiVazione sulla membrana esterna
del mitocondrio di proteine pro-apoptotiche appeetei alla famiglia Bcl-2, Bax e Bak.
Questo evento porta al rilascio del citocromo C ghiede nel mitocondrio, nel citosol ed e
spesso accompagnato dalla perdita di potenzialalla destabilizzazione della membrana

mitocondriale esterna. Il citocromo C si associgdpdfl e a molecole multiple di procaspasi
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9 che, in questo complesso, vengono attivate. Inpesso ruolo del mitocondrio
nell’apoptosi delle cellule di mammifero e statosse in evidenza quando una serie di studi
biochimici ha portato all'identificazione di divergproteine mitocondriali capaci di attivare
direttamente il programma apoptotico (Susin el @89) (Figura 18). Tra queste le principali
sono: il citocromo C (Liu et al. 1996), Smac/DiabddF (Susin et al. 1999) e I'endoG (Cote
and Ruiz-Carrillo, 1993).

Le due vie non sono completamente separate, maDs8OpO Sovrapporre se Si
considera che le funzioni di alcune proteine, comlecaso del la proteina Bid della famiglia

Bcl-2, possono avere effetti che si collocano siéiuna che nell’altra via.

Figura 17: Le due vie apoptotiche principali: via ntrinseca e via estrinseca e il
coinvolgimento della proteina p53.
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Figura 18: Rappresentazione schematica della via icui € coinvolto il mitocondrio
durante I'apoptosi.

4.5 Geni bersaglio e ruolo di p53 nel controllo delpaptosi

Da una serie di studi su p53 e sui geni indottiddaino al DNA sono stati identificati
piu di 100 geni bersaglio della proteina (Zhao let2@00). Il ruolo della proteina p53, sia
come attivatore trascrizionale che come sopprestor®rale, dipende soprattutto dalla
capacita della proteina di mantenere una confomnaziche consenta linterazione ed il
legame del suo dominio centrale con il DNA (Figli#s.

Figura 19: Associazione tra il DNA e la proteina p3; I'interazione avviene con la
proteina p53 in forma di tetramero.
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Le modificazioni quali, acetilazione, fosforilazenubiquitinazione che avvengono su
specifici residui, attraverso 'induzione di cambinti conformazionali, possono modificare
I'affinita di legame di p53 alle sequenze promatdicvari geni bersaglio, determinando cosi
diverse risposte cellulari (Vousden and Lu, 2002).

Tra i molti geni, la cui trascrizione é regolata gramotori che rispondono alla p53,
guelli principalmente coinvolti nella regolazionellthpoptosi e nell'arresto del ciclo cellulare
sono:

* p21, Cipl, GADDA45, CDK#gella regolazione del ciclo cellulare;

« BAX, altri membri della famiglia Bcl-2, FAS/APORB,DR5 PIG-3nella

regolazione dell’apoptosi.

Quando la proteina p53 attiva stimola la trascneidella protein@21, questa si lega
ai complessi CiclinaG1/S-Cdk e ne inibisce I'atéavportando all’arresto della cellula nella

fase G1 del ciclo cellulare (Figura 20).
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Figura 20: Rappresentazione schematica di come I'atento di concentrazione di p53
puo portare all’arresto del ciclo cellulare.

Un altro gene importante e rappresentato da GADDH& induce la dissociazione e la
conseguente inattivazione del complesso ciclinad@ccausando l'arresto della cellula in

fase G2 del ciclo cellulare (Dynlacht, 1997).
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L’apoptosi, invece, puo essere indotta dalla p%3,attraverso la regolazione della
trascrizione genica, sia in maniera indipendentiadaropria attivita trascrizionale. La
proteina p53 come fattore di trascrizione, regdspressione di diversi geni, come ad
esempio quelli che codificano per i membri dellaniiglia Bcl-2, in modo tale da indurre
'espressione dei componenti pro-apoptotici, coeXB PUMA e reprimere I'espressione
di quelli anti-apoptotici come Bcl-2. La proteinBlMA sembra essere uno dei piu importanti
fattori pro-apoptotici indotti da p53 anche se,er@emente, si € dimostrato che puo essere
indotta anche da un altro membro della famigliaappartiene la p53, che € la proteina p73
(Melino et al. 2004). La p53, inoltre regola lastazione di FAS, DR4 e DR5 che sono
recettori di membrana, detti recettori di mortecla attivazione in seguito ad interazione con
i loro specifici ligandi, innesca una segnalaziorteacellulare e il reclutamento di fattori che
innescano il processo apoptotico (Liu et al. 2004).

La proteina p53, svolge un ruolo pro-apoptoticoipeddente dalla propria attivita
trascrizionale, che la vede coinvolta in un’intéoae diretta con i membri della famiglia Bcl-
2 responsabili della permeabilizzazione della memér mitocondriale esterna. Questa
affermazione é supportata da osservazionvivo” della reale traslocazione di p53 verso la
superficie mitocondriale esterna durante I'apop{&sster and Moll, 2005). Sulla membrana
mitocondriale p53 puo indurre direttamente l'oligenmzazione di BAX per la formazione di
pori nel doppio strato lipidico, oppure, puo inggra con i complessi Bcl-2/Bcl-XL liberando
le proteine BH3-only, che una volta affrancate dadmplesso possono attivare

I'oligomerizzazione di BAX e determinare il rilasailel citocromo C (Figura 21).
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Figura 21: Funzioni apoptotiche della proteina p53el nucleo, come fattore di
trascrizione, e a livello mitocondriale.
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Nella via “estrinseca” p53 pu0O promuovere l'apoptosediante l'attivazione dei
recettori di morte localizzati sulla membrana dalle, che includono Fas, DR4, DR5. Sia
DR5 che DR4 sono regolati da p53 e possono innescaumentare I'apoptosi indotta da
agenti chemioterapici (Liu et al. 2004). SebbEas possa essere attivato da p53, I'induzione
di Fasa causa del danno al DNA ¢ tessuto specifica gsspeon richiede p53, e la proteina
Fas e superflua per I'apoptosi p53 dipendente itinessuti (Muller et al. 1998; Bouvard et
al. 2000). Nella via “intrinseca” p53 regola mateteine con domini BH3 che funzionano a
monte di BAX/BAK per indurre I'apoptosi. Alcune dueste proteine sono state recentemente
identificate come dei mediatori critici dell’apoptomediata da p53. PUMA e Noxa sono
attivati in maniera p53 dipendente in seguito atrdaal DNA. PUMA media una rapida
apoptosi indotta da p53, ipossia, agenti che dapaerg il DNA e lo stress del reticolo
endoplasmatico nelle cellule cancerose umane dtdbréOda et al. 2000; Han et al. 2001). |
membri pro-apoptotici BIM, PUMA e Noxa possono lega membri anti-apoptotici della

famiglia di BCL-2 e bloccare la loro funzione dpsavvivenza.

4.6 Prospettive terapeutiche mediante I'utilizzo dibitori di p53

Il genep53 & un soppressore tumorale che € mutato o inaitivelta maggioranza dei
tumori e alcuni tumori rispondono all'espressioratiad p53 “wild type” tramite una rapida
apoptosi o l'arresto della crescita, in tal modademziando le possibili applicazioni della
modulazione del gengb3 nella terapia genica. Questa strategia terape@atstata studiata da
molti con modesto successo.

Nella maggioranza dei tumori p53 € mutata o inatdwda meccanismi inibitori come
MDM2 o EG6, (Prives and Hall, 1999; Soussi et aD@0WNoods and Vousden, 2001), creando
una situazione potenzialmente reversibile (Bullackl Fersht, 2001; Lain and Lane, 2003).
Questa possibilita identifica, come approccio tetaigo, il ripristino farmacologico della
p53. Sebbene I'attivazione di p53 viene vista cdengiu diretta e promettente strategia anti-
cancro, essa non e un fattore favorevole per wutesiormale. Il trattamento del cancro con
radiazioni e farmaci chemioterapici € associatolgnduzione di stress genotossico risultante
dal danno diretto al DNA (radiazioni, farmaci atgpoisomerasi, analoghi di nucleotidi) o
all'inabilita di procedere alla normale mitosi (agieanti-microtubuli come il taxolo). La
reazione cellulare allo stress genotossico implatvazione di p53 che inizia una cascata di

eventi che portano all’arresto della crescita @pdiptosi. Quindi, p53 € un importante fattore
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della percettibilita dei tessuti normali allo sBegenotossico associato ai trattamenti
antitumorali e ad altre condizioni attivanti pS3gira 22).

Tuttavia, proprio la p53, il maggiore fattore cheyene il cancro, pud complicare il
trattamento dello stesso innescando la massivaemmetliulare programmata nei tessuti
normali (ma non nei tessuti cancerosi) durantdriess genotossico associato con la chemio-
e la radioterapia. Questo fa di p53 un bersagliolgpsoppressione terapeutica, un approccio
per ridurre gli effetti collaterali associati coh trattamento dei tumori mancanti di p53
(Komarova and Gudkov, 1998, 2001; Gudkov and Kowera003, 2005).

Un metodo applicabile al trattamento dei tumori psarti di p53, che sono la
maggioranza, € l'uso della pifitrina-(PFT-a), un analogo del tetraidrobenzotiazolo e
inibitore sintetico di p53, che salva le cellulenqab3 “wild type” dall’apoptosi indotta dalle
radiazioni e da vari farmaci citotossici includdatdoxorubicina (Dox), I'etoposide, il taxolo,

e I'Ara-C (Komarov et al. 1999). La PFa-previene anche la comparsa delle cellule
apoptotiche nelle cellule umane endoteliali HUVEQS&#tate con Dox nelle quali essa
inibisce sia i livelli basali che inducibili di p5&orenzo et al. 2002). La PRI blocca anche
'apoptosi, indotta da Dox, delle cellule cardiaatietopo inibendo I'espressione dei geni
bersaglio di p53 quali BAX e MDM2. Percio, la PkTpud costituire un prototipo per
I'elaborazione di un nuovo farmaco cardioprotettolee puo essere usato per il trattamento
del cancro in pazienti con condizioni cardiachegsistenti.

La p53 gioca un ruolo attivo sia nello sviluppo sé&la regolazione della risposta allo
stress del tessuto neuronale. L’'apoptosi assoa@at@53 € un meccanismo comune
responsabile della perdita di cellule in molte rttedaneurologiche tra le quali il morbo di
Alzheimer (Mattson et al. 1993; De la Monte et1#98) e il morbo di Parkinson (Jenner and
Olanow, 1998). Il trattamento con gli inibitori @53 potrebbe essere di beneficio per i
neuroni sotto condizioni di stress nell'organisrmamo. La protezione ad opera della RFT-
e associata con la diminuzione della capacita 8igi3egare il DNA, la ridotta espressione di
BAX, la soppressione della disfunzione mitocondria dell’attivazione delle caspasi.
L’inibizione dell’attivita delle caspasi tramite RFTo € stata osservata anche nei neuroni che
esprimono presenilina, che modula la risposta keeuapoptotica durante la fase iniziale del
morbo di Alzheimer (Alvarez-Salas et al. 1999; Avea Costa et al. 2003). Inoltre, in un
modello sperimentale della malattia di Parkinsoh topo, il trattamento con PFd-ha
determinato un miglioramento della funzione motore ridotto il danno ai neuroni
dopaminergici nigrostriatali ed ha ridotto la degpdme di dopamina. La PRI -ed altri 10

suoi nuovi analoghi sintetizzati proteggono i neurdell’ippocampo dalla morte indotta da
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farmaci che danneggiano il DNA come la camptoteeifiatoposide (Zhu et al. 2002; Gilman
et al. 2003). L'identificazione dei bersagli molerodella PFTe potrebbero portare a nuove
intuizioni nei meccanismi della regolazione di p&3aiutare a capire i potenziali rischi
associati con la somministrazione di P&Tdato che il meccanismo dell’attivita anti-p53

della PFTe rimane ancora largamente sconosciuto.

{ruqs. radiation

Treatment side effects
A (bone marrow, lymphoid
FNF-xB—p53. f

organs, hair follicles)

Normal
tissues

p53 inhibitors

pS53 activators Tissue protecting

agents

Anticancer agents

Necrosis, senescence,
mitotic catastrophe

Figura 22: Principali applicazioni dei modulatori farmacologici di p53.

La PFTe fu isolata per la sua abilitd di bloccare I'atdi@ne trascrizionale p53
dipendente. E’ stato dimostrato che la RF3epprime la transattivazione di alcuni geni che
modulano la risposta di p53: p21, MDM2, ciclina @&X. Essa, inoltre, abbassa i livelli di
p53 nucleare ma non di quella citoplasmatica démtamno al DNA. Queste osservazioni
suggeriscono che la PFlpud modulare I'importo o I'esporto (o entrambi)taare di p53 o
diminuire la stabilita della p53 nucleare. Inolteestato dimostrato che la PkiTeausa un
aumento del diametro dei pori nucleari (Feldherale2001). La PFT puo anche bloccare
'induzione di alcuni recettori che includono ICAM{Gorgoulis et al. 2003), i recettori degli
androgeni (Cronauer et al. 2004), e CD95 (Lorenzd.€2002). Quindi, questo indica che gli
effetti della PFTe non sono limitati a p53 e ai componenti a vallgg88 ma coinvolgono
anche altri fattori cellulari e le vie di trasduaedel segnale.

La soppressione di p53 potrebbe portare alla sopranza di cellule geneticamente

alterate, normalmente eliminate dall’apoptosi, eeppialmente formare una sottopopolazione

81



ad alto rischio dalla quale cellule tumorali potrefd essere eventualmente reclutate. Infatti,
recenti studi in vitro indicano che l'effetto deP&T-a su cellule p53 “wild type”, trattate con
farmaci chemioterapici, era associato ad un taEs@t® di anormalitd cromosomiche (Bassi
et al. 2002). Quindi, questi studi richiedono unaggiore attenzione, sia negli aspetti
statistici che farmacologici, per valutare la cazene tra le applicazioni prolungate degli
inibitori, che mimano le future applicazioni clihie, e la frequenza di cancro. Tuttavia, la
funzione del soppressore tumorale p53 € di coslevitmportanza per I'organismo che e
essenziale verificare attentamente il rischio dluppo del cancro associato con l'uso di
gueste nuove prospettive farmaceutiche e terapeutic

Un’altra interessante opportunita mira alla disseeifarmacologia delle funzioni sia

di protezione cellulare sia di alcune delle funziapoptotiche di p53, isolando composti che
bloccherebbero il legame di p53 al mitocondriooBire collaboratori (2006) hanno isolato
una piccola molecola chiamata pifitrina-p (PFT-fag énibisce il legame di p53 a Bcl-xL e
Bcl-2 e riduce l'associazione di p53 con i mitocomda non ha effetto sulla transattivazione
dipendente da p53 (Figura 23). La PFT-u ha un lallo di specificita per p53 e non
protegge le cellule dai fattori pro-apoptotici all#ao indipendenti da p53. Evidenze
sperimentali (Strom et al. 2006) nei modelli muiimdicano che la PFT-p salva i timociti
primari dall'apoptosi mediata da p53 indotta dalsiazioni e protegge dalle dosi di
radiazioni che causano sindromi ematopoietichdi.le@uesti risultati dimostrano che la
selettiva inibizione del ramo mitocondriale della \p53-dipendente e sufficiente per la
radioprotezionein vivo e avvalora lI'approccio che mira a sviluppare I'udmico degli
inibitori di p53 . In conclusione, gli approcci channo come target farmacologico la p53 utili
per una varieta di propositi terapeutici possorsgesriassunti come segue:

1. L’attivazione di p53 puo essere utile per il tratento del cancro e la sua
prevenzione; tuttavia, dovrebbe essere usata atbemte mediante un “targeting”
selettivo del meccanismo di soppressione di p53cipe del tumore in
guestione, anche al fine di evitare diversi effetliaterali nei tessuti sani;

2. Latemporanea e reversibile soppressione di p53psere utile ai fini preventivi
e nel trattamento di condizioni acute associatefode stress genotossico; anche
in questo caso tale approccio deve essere applatmtamente bloccando
selettivamente la funzione pro-apoptotica di pS@antenendo le sue funzioni
protettive dei tessuti.
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Figura 23: | due diversi rami nella via di p53 pernettono la dissezione farmacologica
delle differenti attivita della stessa.
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CAPITOLO 5: LISTONE H2AX

5.1 La variante istonica H2AX: introduzione

L’istone H2AX fu identificato per la prima volta h&980, in cellule umane, come
isoforma elettroforetica dell'istone H2A (West aBdnner, 1980) e fu sequenziato solo verso
la fine degli anni 80 (Mannironi et al. 1989). fjuesti studi iniziali venne riscontrata la
presenza di una corta sequenza C-terminale mawvaita in altre isoforme di H2A dei
mammiferi, ma presente nell’unico omologo di H2Agllesucarioti inferiori (Redon et al.
2002). H2AX rappresenta circa il 2-25% della comgue istonica del pool di H2A, a
seconda della linea cellulare o del tessuto presmnsiderazione; come altri membri della
famiglia di H2A, H2AX puo essere fosforilato sulterina 1, acetilato sulla lisina 5 e
ubiquitinato sulla lisina 119, ma cio che lo renqdeticolarmente interessante & un residuo di
serina, estremamente conservato, localizzato arquatminoacidi di distanza dall’estremita
COOH in posizione 139, che viene rapidamente fdatorin seguito ad un danno al DNA
(Rogakou et al. 1998). Tale serina si trova akinb del motivo detto SQ che e seguito da un
residuo acidico e dal carbossiterminale idrofobiEbda notare inoltre che la fosforilazione
della S-139 nellH2AX é una delle poche modificadioche avvengono nel sito
carbossiterminale di un istone, che piu frequenteéene vengono modificati
nel’lamminoterminale Cio potrebbe essere rilevgmdéché in virtu della localizzazione e
dell'orientamento di H2A nel nucleosoma, la fodtmione della S-139 modifichera il
nucleosoma nella posizione giusta nei punti disgatuscita del DNA. Nell'istone H2AX una
coda carbossiterminale protrude dal nucleosoma selima in posizione 139 é facilmente
accessibile alle chinasi (Figura 24).

In seguito alla formazione di lesioni al DNA, levdise proteine coinvolte nella
riparazione interagiscono con le proteine della matna, come [listone H2AX.
Successivamente a questa interazione, si ha urdellamento della cromatina che permette
'accesso al sito danneggiato e la riparazioneadielsione in maniera regolata nel tempo.
Negli eucarioti, la riparazione per ricombinaziagneegolata da complessi multiproteici che
sono organizzati in foci nel sito della lesione.e&ti foci sono strutture di giga-dalton
altamente dinamiche in grado di riparare contempeamente lesioni multiple. Inoltre, la
composizione di questi centri di riparazione diperahl tipo di lesione ed e in stretta

relazione con la fase del ciclo cellulare. Molti demponenti dei foci di riparazione sono
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regolati tramite modificazioni post-traduzionalyaii la fosforilazione e l'ubiquitinazione.
Listone H2AX fosforilato {-H2AX) e essenziale per un efficiente riconoscirermt
riparazione delle DSBs e molte molecole, spessdiarag di H2AX vengono rapidamente
fosforilate ad ogni sito in cui & presente una DBRBIto di fosforilazione & evolutivamente
conservato negli organismi, daljgarda intestinalisall’'uomo. Topi e lieviti privi di questo
residuo di serina mostrano difetti nel riconoscitoee riparazione delle DSBs. | topi
knochout per listone H2AX risultano piu piccoliparsensibili alle radiazioni ionizzanti,
difettivi nello switch isotipico e nella spermataogsi. Inoltre, cellule di questi topi mostrano
un significativo aumento dei difetti genetici. lti;mle H2AX e sostanzialmente immobile
nella cromatina e i cicli di fosforilazione defosfazione non sono seguiti da uno scambio

diffusionale della molecola.

Entry and exit point H24(X) C-term
ol DNA from nuclaosoma
core |.'|.'-]:"[IIIZ.5E

.
H3 P-5138 H3

HZA
Carm

Histona-
folds

HzB H2A{X) H28

Figura 24: Modello del core nucleosomico che mostra le interami tra il DNA e gl
istoni del core. Il DNA entra ed esce in punti cheono localizzati a livello del dimero
H2A/H2B. La porzione C-terminale di H2AX, piu estea di 14 amminoacidi rispetto a
guella di H2A, e mostrata in nero; una freccia rosa indica il sito di fosforilazione
all'interno del motivo SQEY (Kinner et al. 2008).

La fosforilazione di H2AX che porta alla forma mfickta dell’istone, chiamata-
H2AX, é estremamente rapida in seguito allindueiali DSBs: circa la meta dei livelli
massimi della forma modificata dell’istone si rist@no in un tempo che varia tra uno e tre
minuti dopo esposizione a radiazioni ionizzantintne i livelli massimi si riscontrano dopo

10-30 minuti ed é stato dimostrato che circa I'l1068AX per Gray di radiazione ionizzante
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passi nella forma fosforilata (Rougakou et al. )99Grazie all'uso di un anticorpo
policlonale, sviluppato nel coniglio e diretto vensn peptide sintetico contenente la sequenza
C-terminale fosforilata dy-H2AX, e stato possibile localizzare tali molecaiefoci nucleari
entro un minuto in seguito ad esposizione a ragimzonizzanti (Rogakou et al. 1999). Per
stabilire la correlazione tra il numero di tali fex il numero di DSBs, sono stati effettuati
studi utilizzando™3 che, una volta incorporato nel DNA, & in gradgpdivocare una DSB
per ogni disintegrazione radioattiva. In celluldtivate in presenza di*ldU e analizzate
tramite immunocitochimica per determinare il numedo foci, venne osservata una
correlazione diretta tra il numero di decadimetits e il numero di foci per cellula e quindi
anche una correlazione 1:1 tra numero di foci e ®&®delnikova et al. 2002).

Il coinvolgimento di H2AX nella riparazione del damal DNA é stato, in un primo
momento, provato nel lievit®accharomyces cerevisiae cui I'eliminazione del residuo di
serina C-terminale dall'istone portava al detemoeato della riparazione per NHEJ (Downs
et al. 2002). In seguito, I'uso di cellule stamirahbrionali e di modelli murini knock-out per
H2AX ha mostrato che la presenza di questo istpuoe, non essendo essenziale per la
riparazione per HR e NHEJ, era comunque implicattarmodulazione di entrambi i processi
(Bassing et al. 2002).

Nei modelli murini privi dell'istone H2AX i fenotiposservati avevano le seguenti
caratteristiche: taglia ridotta, instabilita crormopsca, radiosensibilita; anomalie
nell'inattivazione trascrizionale e nell’appaiamemlei cromosomi X e Y negli spermatociti;
difetti nel punto di controllo G2/M; difetti nelltswitch” isotipico. Si pensa che tutti questi
effetti siano dovuti a due funzioni strutturali colementari fornite dal processo di
fosforilazione di H2AX: la prima é 'assemblaggidl enantenimento di fattori coinvolti nella
riparazione in regioni della cromatina vicine abgdi danno; la seconda € la riorganizzazione
strutturale della cromatina necessariamente agacsia a taluni processi fisiologici sia alla
riparazione dei danni alla doppia elica (FernanQapetillo et al. 2004).

Le principali tecniche utilizzate per il rilevamentel segnale diy-H2AX sono
immunoistochimica e immunocitochimica, 'immunaitling e la citometria a flusso. Alla
base di queste tecniche di rilevazioneydi2AX sta la produzione di un anticorpo diretto
contro la sequenza CKATQAS(RQEY derivata dalla sequenza umana. Questo antodrp
efficace in tutti i mammiferi esaminati, comprestopo che contiene un ulteriore residuo di
serina al posto della treonina presente nella seguemana (Nakamura et al. 2006).

L'immunoistochimica e lI'immunocitochimica sono meiche che consentono di

identificare in una sezione di tessuto o in celldilgperse su un vetrino molecole specifiche
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tramite reazioni del tipo antigene-anticorpo. Metiaqueste tecniche e possibile distinguere
cellule contenenti o meno il marcatore in funziodell’antigene ed eventualmente

determinare la sua localizzazione subcellulare ¢gaeesempio nucleare o citoplasmatica.

5.2 La riparazione delle rotture a doppia elica nel dasto della cromatina

Gli studi sui meccanismi di riparazione del DNAssino evoluti nel corso degli anni
dal riconoscimento degli enzimi e dei complessitimdrici coinvolti, alla descrizione delle
fasi successive di questi processi, alla compreesidegli ambiti di azione dei diversi
processi e delle interrelazioni tra gli stessi. Ricentemente si & cercato di estendere queste
conoscenze a un contesto nel quale il DNA non fogeso come nuda doppia elica, ma nella
reale complessita della sua organizzazione in dioma

Studi recenti hanno dimostrato che la formazionedBSBs €& seguita da un
rilassamento della cromatina dipendente da ATM.S@uelassamento faciliterebbe 'accesso
dei fattori di riparazione al DNA. Un’'altra indicane sul coinvolgimento della cromatina
nella modulazione della riparazione dei danni alADWene dall’osservazione che doppie
rotture in regioni di eterocromatina sono ripargigl lentamente di doppie rotture
nell'eucromatina (Goodarzi et al. 2008). Inoltre anmento di resistenza ad agenti che
danneggiano il DNA é stato osservato in cellule momali staminali geneticamente
modificate per un ridotto contenuto dell’istone ldlin cellule trattate con inibitori delle
deacetilasi che inducono un generale rilassamegita cromatina (Murga et al. 2007). In tal
senso, l'organizzazione e il grado di compattazide#ta cromatina potrebbero modulare
l'intensita e l'efficacia della riparazione in tigellulari diversi, come avviene proprio nelle
cellule embrionali staminali che sembrano possedaeecromatina piu rilassata rispetto ad
altri tipi cellulari, una condizione favorevole adn’efficiente riparazione in cellule
progenitrici di tutte le linee del differenziamentmn cui la stabilita del genoma appare
particolarmente critica.

Anche l'organizzazione spaziale dei cromosomi dedetgioni cromosomiche nel
nucleo non é casuale e potrebbe influenzare il amesmo di riparazione delle lesioni a
doppia elica a loro carico e/o la loro predispasiei ad una riparazione per ricombinazione
pseudo-omologa e alla conseguente insorgenzardingiamenti cromosomici.

| fattori per la riparazione del DNA, come molteofine nucleari, diffondono
rapidamente nello spazio nucleare in seguito aitatiento indotto da una lesione. Il nucleo

delle cellule di mammifero non €& una struttura oem@a ma contiene vari
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sottocompartimenti funzionalmente distinti ed e aacincerto se la riparazione del DNA
avvenga con uguale efficienza in ogni sito nuclearse esistano dei siti specifici per il

suddetto meccanismo, come sembra probabile indi¢Misteli and Soutoglou, 2009).

5.3 Coinvolgimento della componente istonica della cratima nella
riparazione delle rotture a doppia elica

Una rottura della doppia elica (Figura 25) vieneziaimente rilevata dal complesso
Mrell (Meiotic recombination 11), (MRE11-RAD50-NBSthe svolge attivita nucleasica,
necessaria per “rifinire” le estremita rotte pridel loro ricongiungimento, e mantiene vicini i
cromatidi fratelli o le estremita rotte per agevelda riparazione mediante HR o NHEJ e,
contemporaneamente, impedire la loro interaziomepeotners eterologhi.

L’associazione del complesso Mrell con il DNA daugiaeto favorisce il
reclutamento della chinasi ATM (Figura 25). Di sggusono riportati i punti pertinenti la
figura 25: (a) Una DSB viene indotto nella cromati@s. da radiazioni ionizzanti), (b) Il
complesso MRN si lega alle estremita della DSB @duta ATM che fosforila H2AX, che
diventay-H2AX. Viene reclutato MDC1 che si legard12AX. La fosforilazione di MDC1 da
parte di CK2 porta al reclutamento e al legame ditintomplessi MRN-ATM e le nuove
molecole di ATM fosforilano altre molecole di H2AXCicli sequenziali di questi eventi
portano alla formazione di un dominieGH2AX di dimensioni dell'ordine delle Mb che
circonda la DSB. Viene reclutata anche TIP60 chetilac y-H2AX. Quindi, si associa con
'enzima che coniuga l'ubiquitina E2, UBC13 per oge la poliubiquitinazione di-H2AX
acetilata. (c) y-H2AX acetilata e poliubiquitinata viene rimossa llala cromatina,
probabilmente solo intorno alla DSB. ATM, legaiaMDC1 tramite MRN, fosforila MDC1
per reclutare il complesso RFN8-UBC13 che sembgalage I'ubiquitinazione dell'istone
H2AX. RFN168 si lega a questi istoni poliubiquitin@ promuove la formazione di coniugati
di ubiquitina. Gli istoni poliubiquitinati reclutanil complesso BRCA1-A e 53BP1. BRCA1-
A lega direttamente gli istoni-Ub tramite la suliariRAP80. 53BP1 si lega agli istoni metilati
che potrebbero essere riconosciuti solo dopo pigiiitinazione mediata da RNF8-RNF168-
UBC13. (d) Questi eventi facilitano la riparaziatedla DSB e/o arrestano il ciclo cellulare.

In cellule non danneggiate ATM & mantenuto in caagl multimerici con il dominio
provvisto di attivita chinasica inattivato dal lega con la regione della serina 1981.
L’autofosforilazione di questa serina consegueritdamno determina la dissociazione del
complesso multimerico e I'attivazione della fosfazione. La riparazione del DNA coinvolge

un esteso set di modificazioni istoniche, tra @uiplu importante e la fosforilazione della
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serina 139 carbossi-terminale di H2AX, variantensta di H2A nei mammiferi. H2AX puo
essere fosforilato da tre diversi tipi di china&TM, ATR, e DNA-PK e il loro inibitore, la
wortmannina, é efficiente nel prevenire la formaeiadei foci corrispondenti (Paull et al.
2000). Tutte e tre i principali membri di PIKK pos® fosforilare H2AX e evidenze
sperimentali suggeriscono che ognuna di loro imtees quando le altre sono geneticamente
compromesse (Andegeko et al. 2001; Burma et all;280ff et al. 2004; Wang et al. 2005).
La funzione principale di H2AX sembra essere queileeclutare e trattenere i fattori
proteici di riparazione sul sito di danria forma fosforilata di H2AX{-H2AX) lega quindi
MDC1 (Mediator of DNA damage Checkpoimrotein 1) e questo legame stimola |l
reclutamento di altre molecole del complesso Mramplificando la fosforilazione di H2AX
in un dominio esteso fino a 2 Mb intorno all'inieeDSB. MDC1 svolge un ruolo importante
anche nella terminazione del processo di riparazipercheé il suo legame coaH2AX
protegge listone dalla defosforilazione che pdbebcausarne una dissociazione dai
complessi di riparazione della cromatina (StuckaleR005; Stucki and Jackson, 2006). Segue
quindi l'acetilazione diy-H2AX che favorisce il suo legame con UBC13 e lasgguente
poliubiquitinazione (Figura 25). Questo ultimo etemegola il turn-over diy-H2AX in
prossimita della doppia rottura. La poliubiquitira®e di H2A e H2AX, mediata da RNF8, é
invece necessaria per il reclutamento di altre gimet della riparazione piu a valle nel
processo di riparazione, quali BRCAL (Breast Cardigeo 53BP1 (tumour suppressor p53
Binding Protein 1). Mentre BRCAL si legherebbe ttiinmente agli istoni poliubiquitinati
tramite interazione con RAP80 e la proteina med@tABRAL (Wang et al. 2007), 53BP1 si
legherebbe all’istone H4 metilato nella sua lisk@® pur restando indispensabile per tale

legame un processo di ubiquitinazione.

89



H2ZAX phosphorylation

@ ®

l

~
(d) ( DSB repair / G2-M checkpointarest |

TRENDS i Cafl Biclogy

Figura 25: Modello della funzione diy-H2AX nella risposta alle DSBs nei mammiferi
(van Attikum and Gasser, 2005).

Il rilassamento della cromatina conseguente al damn determinato anche
dall'acetilazione dell'istone H4 e di altri istomnediata da acetiltransferasi come TIP60.
L’acetilazione di H4 promuove il rimodellamento ldelcromatina sia direttamente che
favorendo il reclutamento di complessi rimodellatéi P-dipendenti come quelli della
famiglia SW1/SNF. Studi condotti principalmenteligvito hanno mostrato ruoli distinti per
specifici  complessi  rimodellatori, quali la rimom® di alcuni istoni e
I'attivazione/inattivazione di checkpoint.

Il processo di riparazione del danno viene maratesta livello microscopico, sotto
forma di foci di riparazione del DNA, che sono #ime che emergono in seguito al
reclutamento e all’'accumulo di fattori di riparazéonel sito di danno. E’ stato ipotizzato che
ad una DSB sia associato un singolo focus, visigiezie al reclutamento dei fattori di
riparazione, che si estende fino ad una Mb di distadal sito di danno (Lukas et al. 2005).
Una delle prime descrizioni di questo fenomeno ffeteiata da Haaf e colleghi nel 1995
(Haaf et al. 1995) osservando i foci di Rad51, pbesono essere indotti in seguito a DSBs
prodotte da radiazioni ionizzanti o da agenti d&iti come il metil metan sulfonato (MMS).

Nel 1997, Maser e colleghi usarono il termine fiociotti da radiazioni ionizzanti (lonizing
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Radiationinduced Foci, IRIF) per descrivere il raggrupparoatitMrell e Rad50 tipico dei
foci (Maser et al. 1997). | foci possono esseratingperimentalmente tramite raggi Xyp
composti radiomimetici come la bleomicina, irraggento finemente localizzato mediante
laser o con endonucleasi sequenza-specifiche; tomture che si ritrovano in tutte le cellule
dal lievito fino ai mammiferi (Lukas et al. 2003). reclutamento di fattori deputati alla
riparazione potrebbe esercitare un ruolo rilevamgke mantenere in prossimita spaziale le
estremita rotte, incrementando cosi I'efficienzbadeparazione; un’altra importante funzione
dei foci e quella di amplificare la segnalazioné @nno al DNA tramite il reclutamento di
copie multiple delle chinasi di segnalazione sub sili danno. | foci possono essere
visualizzati grazie all’'utilizzo di anticorpi spéci verso proteine di segnalazione e di
riparazione del danno al DNA. Benché una volta ftirmfoci di riparazione persistano nella
maggior parte dei casi per diversi minuti e tal@otire, essi sono strutture altamente
dinamiche nelle quali avviene continuamente lo dgwanra molecole e complessi associati
alla cromatina ed altri liberi nel nucleoplasmai féei, il tempo di residenza di questi fattori
dipende dalla natura della loro interazione coartanatina danneggiata, ma anche dalla loro
affinita verso altri componenti del complesso garazione.

Studi di colocalizzazione nei foci hanno messovid@nza la presenza di alcuni fattori
coinvolti nella riparazione del danno al DNA trai gugH2AX, Rad50 e Rad51, Brcal, il
complesso MRN (Paull et al. 2000). Gli studi diamalizzazione non hanno rilevato nei foci
di riparazione la presenza di alcuni fattori critguali p53 o0 Ku70-Ku80 e DNA-PK
suggerendo che nel primo caso l'interazione cot disdanno possa essere solo transitoria, e
nel secondo, che il numero di molecole coinvoltessaoessere insufficiente per il loro
rilevamento mediante tecniche immunocitochimiche.

Lo studio dei foci di riparazione € stato molto onjante perché I'analisi di queste
strutture ha permesso il rilevamento dei compldssparazione del DNAnN situ, nell'esatto
sito di danno del DNA. Nelle cellule eucariotichiategrita dell'informazione genomica in
seguito al danno al DNA non & completamente ripiasa fino a che non venga ristabilita,
tramite numerosi eventi, di nuovo la corretta $tmat cromatinica perché lo stato epigenetico
originale & essenziale per il mantenimento di unoge funzionale. Le modificazioni
istoniche post-traduzionali necessarie per faodittaccesso al sito di danno da parte dei
complessi di riparazione devono essere rimossatsimmente da parte di enzimi specifici
come le fosfatasi e le deacetilasi sia dallo scarabn forme istoniche non modificate. | tratti
epigenetici, come modificazioni istoniche in specifoci e particolari assetti di metilazione

del DNA dovrebbero essere reintrodotti.
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Il primo passo per il ripristino della conformazencromatinica originaria €
'eliminazione della forma fosforilata dell’istonEl2AX, y-H2AX, tipica del processo di
riparazione. All'eliminazione dy-H2AX contribuiscono sia I'azione di scambio conleunle
di H2AX non fosforilate favorita da complessi maigrici, che I'eliminazione diretta dei
gruppi fosfato tramite fosfatasi specifiche. Naildlule umane le fosfatasi che defosforilano
y-H2AX sono PP2A e PP4C e questa ultima sembra eedaemolecola principalmente
coinvolta nella defosforilazione di-H2AX nelle DSBs indotte da radiazioni ionizzanti
(Nakada et al. 2008). Successivamente l'azione detibne deacetilasi (HDACs) rimuove la
presenza dei gruppi acetile dagli istoni una valtee la riparazione é stata completata
(Tamburini and Tyler, 2005); le HDACs probabilmerseno coinvolte nel recupero della
struttura cromatinica di ordine superiore. Oltigalone delle HDACs, un altro cambiamento
osservato é I'acetilazione della serina 1 di H4mperzo della caseina chinasi 2 (CK2) in uno
stadio tardivo della risposta al danno.

Un ruolo importante nella modulazione dell’accetiisébdella cromatina ai fattori di
riparazione é svolto anche dall'esposizione dirlcesidui di lisine metilate negli istoni H3 e
H4 che si verifica a seguito del rilassamento delanatina. Al termine della riparazione il
ricompattamento della cromatina comportera, trigréiail ritorno ad una struttura nella quale
tali residui non siano esposti all'interazione ¢attori esterni.

Durante il rimodellamento della cromatina gli istoprecedentemente rimossi per
permettere la riparazione del danno, devono esdieneuovo inseriti sul DNA riparato
mediante un processo definito “assemblaggio delamatina” che é critico per la
sopravvivenza cellulare in seguito alla riparazidieé DNA. Il rinserimento degli istoni non
richiede energia e I'assemblaggio cromatinico épsujato dai complessi di rimodellamento

nucleosomico.

5.4 y-H2AX come marker di DSBs: possibili applicazioniehcampo della
dosimetria biologica

L’esposizione a radiazioni ionizzanti puo produimeun organismo una serie di
alterazioni dipendenti dalla dose; queste alterazi@ssono esprimersi in un arco di tempo
che va da poche ore a settimane dopo lirraggiamepbssono essere transitorie o
irreversibili ed eventualmente produrre danni gglutermine (Cologne and Preston, 2000).

La dosimetria biologica e quel settore di studibbadediobiologia nel quale, basandosi

sui meccanismi e sugli effetti cellulari delle razioni in funzione della dose, si cerca di
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sviluppare marcatori biologici grazie ai quali p@ssibile risalire ad una stima della dose di
esposizione.

Storicamente, il primo settore di applicazione alelbsimetria biologica & stato quello
relativo alle esposizioni accidentali, quando nosst disponibile una dosimetria fisica della
dose di esposizione. Piu recentemente, il cample gessibili applicazioni di marcatori
biologici della risposta alle radiazioni si € amapdi al settore della radioterapia e
radiodiagnostica alla luce delle evidenze sulleiazamni di suscettibilita individuale
geneticamente determinate: in questo contesto,rcat@i biologici di effetto potrebbero
“correggere” la stima fisica della dose somministiatroducendo un fattore che potrebbe, ad
esempio, contribuire a personalizzare le teradiecréscente sviluppo delle conoscenze
relative ai meccanismi molecolari delle fasi inizdella risposta cellulare al danno ha offerto
nuovi potenziali biomarcatori di effetto precoce.

Nel lavoro di Marchetti e collaboratori (Marche#t al. 2006) sono stati presi in
rassegna lavori pubblicati dal 1973 al 2006 in e@no riportati cambiamenti nei livelli di
determinate proteine o nelle loro modificazioni fgwaduzionali a seguito di trattamerito
vitro o in vivo con raggi X oy di diversi modelli sperimentali di mammifero. Lassegna ha
catalogato 261 proteine diverse coinvolte nellpassa cellulare alle radiazioni. Tra queste
guelle considerate come piu promettenti per lougyb di biodosimetri molecolari in campo
radiobiologico sono state ritenute ATM e H2AX. ATKl H2AX sono le proteine piu
interessanti perché rispondono specificamente @lésenza di DSBs, un tipo di danno
tipicamente indotto dalle radiazioni ionizzantip@rebbero essere utilizzate per discriminare
tra soggetti esposti a radiazioni ionizzanti e stggesposti a tossine biologiche e agenti
ambientali dannosi, i quali non inducono DSBs.

In studi iniziali era stata osservata una streftaetazione tra numero di fogi H2AX
e numero di DSBs. Per esempio, nel lavoro di Ratitkae Lobrich (2003) e stata
determinata una relazione dose-effetto lineard’ipeluzione di fociy-H2AX sovrapponibile
alla curva di induzione di DSBs misurata nel radge dosi piu alte con tecniche di Pulse
Field Gel Electrophoresis (PFGE). Tuttavia, € stdaierminato un limite inferiore di
sensibilita nella rilevazione di un effetto radidatto basato sulla conta del numero di foci per
cellula intorno a 1 mGy. La cinetica di scomparsafdci é ritenuta compatibile con quella di
riparazione delle DSBs, con I'eccezione dei fodatti da dosi pari o inferiori a 1 mGy che
permangono per molti giorni dopo l'irraggiamentorsie a causa dell'incapacita delle cellule
di rilevare un livello di danno al di sotto di udaterminata soglia. Nel loro complesso, i

risultati di questo lavoro rafforzano I'ipotesi s@do la quale la formazione dei foeH2AX
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rappresenti un marcatore della riparazione di D$MBscellule umane ed ogni focus
corrisponda ad una DSB.

Un campo di ricerca specifico riguarda la carat#zione dei foci indotti da
radiazioni ad alto LET rispetto a quelli indotti dediazioni a basso LET (Aten et al. 2004).
Come e noto allaumentare del LET aumenta ancheriero di DSBs e la complessita del
danno per traccia di radiazione, portando ad uneatondella mutagenicita e ad una
diminuzione della capacita di riparazione del daritistato dimostrato che, a parita di dose, i
foci y-H2AX indotti in seguito a trattamento con partieel sono circa 1.5 volte piu grandi
rispetto a quelli formati in seguito a esposizi@neadiazioni a basso LET (raggi Tuttavia,
occorre anche tener conto del fatto che allaumenti@lla densita di ionizzazione aumenta
anche la densita delle DSBs e pertanto 'aumentinaénsione dei foci puo riflettere in realta
la diversa distribuzione delle rotture lungo lactia di ionizzazione. Anche la cinetica di
risoluzione dei foci sembra essere influenzataadajualita della radiazione, con un
rallentamento al crescere del valore di LET (Desail. 2005; Leatherbarrow et al. 2006).

Un altro interessante lavoro che propone la forovazidi foci y-H2AX come
biodosimetroin vivo riguarda la loro misura in linfociti periferici glersone sottoposte a
tomografia computerizzata (computed tomography, @Igbrich et al. 2005). Questa
procedura di diagnostica medica ha infatti un @ese utilizzo ed implica I'esposizione a
dosi piccole, ma non trascurabili (Andreassi anchRo, 2009). Nel lavoro citato i pazienti
sono stati sottoposti a CT del torace e/o addohmeinhero dei foci-H2AX ha mostrato una
relazione lineare in funzione della dose di espos& e della superficie corporea esposta. In
un paziente che aveva precedentemente mostratorsidi radiosensibilita & stato rilevato un
numero di foci significativamente piu elevato dietja riscontrato negli altri soggetti e tale
effetto e stato correlato ad un difetto nei mecgranidi riparazione del DNA, suggerendo il
possibile utilizzo dell’analisiy-H2AX come biomarcatore di suscettibilita oltre clde
esposizione.

In un’altra pubblicazione (Ismail et al. 2007) wedescritta la messa a punto di un
metodo citofluorimetrico per la misura del contendt y-H2AX in cellule ematiche umane
come possibile biomarcatore di esposizione e diettibilita a radiazioni ionizzanti. Dopo
esposizionen vitro di campioni di sangue non fissato di diversi sdgy@eraggiy sono state
misurate variazioni interindividuali dell'ordine dn fattore 2 ed il metodo si é rivelato fino a

100 volte piu sensibile dell'analisi mediante tslia cometa.
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5.5 Altri agenti che inducono la fosforilazione di H2AX

La fosforilazione di H2AX non é indotta solo da#lifgsizione a radiazioni ionizzanti.
Alcuni studi hanno evidenziato la comparsa dei feel2AX in cellule trattate con diversi
fattori di stress (Zouh et al. 2006xH2AX é stato usato come indicatore di morte celel
indotta da agenti chemoterapeutici (Banath andeDR@03); come marker di DSBs in cellule
di adenocarcinoma polmonare umano esposte a furtebdcco (Albino et al. 2004); come
strumento per valutare I'efficacia di terapie antibrali e per la diagnosi di campioni bioptici
di neoplasie (Wasco and Pu, 2008); I'induzioneodi f-H2AX é stata osservata in risposta a
concentrazioni crescenti di agenti genotossici &erdb meccanismo d’azione quali
'etoposide (inattivatore dell’enzima topoisomerdbi, la bleomicina (agente capace di
produrre direttamente rotture della doppia elical) metil-metansulfonato (MMS, agente
alchilante) (Cowell et al. 2007).

A seconda dellagente genotossico utilizzato sotmtesnotate differenze nella
distribuzione e nella morfologia dei foci: foci ioiti da etoposide apparivano piu diffusi
rispetto a quelli indotti da bleomicina; i foci ioiti da bleomicina si presentavano piu brillanti
e piu distinti rispetto a quelli indotti da etopaesj i foci indotti da MMS mostravano
generalmente un segnale piu debole e difficiimedistinguibile rispetto agli altri
precedentemente descritti. | foci indotti da tasteinze erano localizzati preferenzialmente
nelle regioni eucromatiche della maggior parte daclei delle cellule analizzate, un
fenomeno riscontrato anche in cellule esposteaggiamento (Cowell et al., 2007).

y-H2AX é stato utilizzato come marker di danno gessico in molti studi che
prevedevano il trattamento dei campioni con sostanatagene quali idrocarburi policiclici
aromatici (Mattsson et al. 2009), DNA crosslink@Zéingen et al. 2008), radiazioni ionizzanti
(MacPhall et al. 2003), radiazioni ultraviolettea(ka et al. 2007), farmaci antitumorali
(Ishiguro et al. 2006). E’ risultato che i raggi UWhescano la fosforilazione di H2AX nei
fibroblasti umani (Rogakou et al. 1998; Zhou antédide, 2000; Fernandez-Capetillo et al.
2002; lliakis et al. 2004) ed in alcune linee @kalti umane di cancro (Rogakou et al. 1999;
liakis et al. 2003). Sebbene i raggi UV non inducdlirettamente DSB nel DNA, é stato
ipotizzato che la fosforilazione di H2AX pu0 essenmescata dalle DSB indotte come
risultato del blocco della replicazione ai siti ldelesioni indotte dagli UV (Rouse and
Jackons, 2002; lliakis et al. 2003; lliakis et2004). Le DSBs associate con il danno da UV o
lo stress replicativo sono, infatti, rilevate daRATWard and Chen, 2001; Limoli et al. 2002;
Hanasoge and Ljungman, 2007), che fosforila ancAXd ATR e attivato mediante

l'interazione con ATRIP, che riconosce le regiorsiagolo filamento nel DNA che possono
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essere causate dalla forca replicativa o dallaagane degli addotti al DNA (Paulsen and
Cimprich, 2007). Quindi la fosforilazione di H2AX ediata da ATR non necessariamente
indica la presenza di una DSB nel genoma. Quest®a &nere in considerazione quarydo
H2AX é usato come un indicatore delle DSBs, inipaldre nelle cellule in fase S, e puo in
parte spiegare I'alto numero ¢iH2AX normalmente visti in fase S in assenza dtdraenti
che inducono danni al DNA.

Uno specifico campo di ricerca interessa l'indueiatella fosforilazione di H2AX in
seguito ad esposizione ad agenti che produconaniegaciati inter elica (interstrand cross
link, ICL). E’ stato osservato cheH2AX si associa con molti fattori di ricombinazsn
omologa richiesti per la riparazione degli ICLs.lI&base di queste osservazioni & stato
proposto chey-H2AX possa essere utilizzato come biomarcatoregigpiosta cellulare, e
relativa efficacia terapeutica, a trattamenti amtibrali con farmaci induttori di ICL. La
fosforilazione di H2AX in risposta ad agenti chelucono ICLs si pensa sia correlata alla
presenza di DSBs associate alla riparazione ditqug® di danno al DNA o all'interruzione
delle forche replicative che incontrino ICL duratdefase S (Clingen et al. 2008; Olive and
Banath, 2009).

5.6 La fosforilazione di H2AX durante il ciclo cellulas

Poiché le modificazioni post-traduzionali indotteella molecole H2AX
dall'irraggiamento, che portano alla formaziondagii microscopicamente visibili, implicano
la fosforilazione/defosforilazione di migliaia diakecole in un volume corrispondente circa
ad 1 Mb é possibile che le variazioni dello stdtocondensazione della cromatina che
avvengono normalmente durante le varie fasi déb @ellulare influenzino la formazione dei
foci y-H2AX.

La cinetica di comparsa e scomparsa dei feEl2AX & stata confrontata con la
cinetica di induzione e riparazione di DSBs in well mitotiche e in fase G1 dopo
irraggiamento. Mentre non sono state osservaterdiiize tra i due stadi del ciclo cellulare per
guanto riguarda la cinetica delle DSBs, invececlanmgparsa dei foci-H2AX é risultata piu
lenta nelle cellule mitotiche rispetto a quelleGd. Tale effetto potrebbe essere ricondotto
all'alto grado di compattazione delle proteine msthe attorno alle DSBs nei cromosomi
mitotici: cio limiterebbe l'accessibilita degli enz coinvolti nella defosforilazione dy-
H2AX nei cromosomi metafasici rispetto ai cromosdmiinterfase G1. Un’altra possibile
spiegazione potrebbe essere quella secondo cai y482AX persistano “intrappolati” nella
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cromatina ricompattata. Questa e un’evidenza dib fahe DSBs e fociy-H2AX non
risultano direttamente correlati in cellule mitbtec(Kato et al. 2007).

La fosforilazione di H2AX é stata anche implicaiasieme all’azione dell’enzima
BRCAL, nella replicazione tardiva del cromosomanitiivo (Xi) delle cellule femminili di
mammifero. A tale riguardo € stato ipotizzato coéoksforilazione di H2AX possa contribuire
dopo la replicazione, in sinergia con l'azione dmimplessi di rimodellamento della
cromatina, al ripristino delle modificazioni istehe tipiche dei nucleosomi di Xi (Chadwick
and Lane, 2005).

5.7 y-H2AX e I'apoptosi

La morte cellulare programmata (Programmed CelltiQeRCD) o apoptosi € un
processo fisiologico, che si verifica negli orgamisnulticellulari, mediante il quale vengono
eliminate delle cellule durante lo sviluppo embalme nelladulto. L’apoptosi svolge un
ruolo molto importante nel contrastare la cresditanorale e difetti nei pathways di
segnalazione apoptotici sono stati riscontrati @uée tumorali (Hanahan and Weinberg,
2000). Durante la PCD viene attivata una specitraiglia di cisteina proteasi, le caspasi, i
cui componenti sono in grado di attuare protealismolte molecole e condurre quindi alla
distruzione della cellula apoptotica. | cambiamembrfologici attivati dalle caspasi includono
la contrazione della cellula, la condensazione atorica, la frammentazione del DNA e,
'eventuale disintegrazione della cellula in pigclshmmenti che possono essere fagocitati
dalle cellule circostanti. Esistono due princigadithways apoptotici che portano allo stesso
effetto finale, I'attivazione delle caspasi: il patay estrinseco o dei recettori di morte
(Ashkenazi and Dixit, 1998) e il pathway intrinsexonitocondriale (Green and Reed, 1998)
(Figura 26).
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Figura 26: Cambiamenti morfologici in una cellula orrelati alla morte cellulare
programmata

E’' stato osservato che H2AX viene fosforilato ancterante |'apoptosi, in
concomitanza con l'inizio della frammentazione B&A (Rogakou et al. 2000). Nel lavoro
di Mukherjee e collaboratori (Mukherjee et al. 2P66stato dimostrato, in cellule ovariche di
Hamster cinese e in fibroblasti umani, che la fokfpione di H2AX coincide con la
frammentazione del DNA ed € limitata a nuclei cheespntano una caratteristica
condensazione della cromatina. In tale lavoro & slanostrato che la chinasi responsabile
della fosforilazione di H2AX associata all’apoptasarebbe la DNA-PK. Cosa potrebbe
indicare la fosforilazione di H2AX in uno stadio rdvo dell’apoptosi quale la
frammentazione del DNA? A tale proposito sono statzate due ipotesi. Secondo la prima
la fosforilazione di H2AX potrebbe non essere séreptente un riflesso condizionato
associato alla frammentazione del DNA, ma potratalppresentare I'innesco di un estremo
tentativo di riparazione tramite NHEJ mediato ddliBlA-PK, che potrebbe, seppure con
bassa probabilita e al prezzo della formazioneiatrangiamenti cromosomici, revertire il
processo apoptotico (Betti et al. 2001).

La seconda ipotesi riguardante il significato dekeforilazione diy-H2AX nei
processi apoptotici metterebbe in relazione il feano alle modificazioni conformazionali
della cromatina che si verificano in concomitanaa ta frammentazione della doppia elica e

che sono probabilmente propedeutiche alle fasiessiee di fissione nucleare e fagocitosi.
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CAPITOLO 6: SCOPODELLA RICERCA

Le cellule eucariotiche rispondono ad agenti esogehendogeni attivando varie
pathways di trasduzione del segnale che portatasralito del ciclo cellulare, alla riparazione
del danno al DNA o all'innesco della morte per apsp La presenza di cellule danneggiate,
infatti, determina risposte cellulari assai compées articolate; la scelta del destino di ogni
cellula dipende dal tipo cellulare, dall’'estensiale® danno e dall’ambiente extracellulare. Per
esempio I'apoptosi pud essere la risposta prefdataellule danneggiate in cui e fallito il
meccanismo riparativo. Queste cellule infatti, ®® eliminate, costituiscono un rischio di
accumulo di aberrazioni cromosomiche che sonodiné della cancerogenesi. Le rotture a
doppia elica del DNA (DSBs) costituiscono la lesoanritica che, se non riparata o
erroneamente riparata, puo causare le aberraziomasomiche, la morte cellulare come
anche mutazioni e trasformazione cellulare. | meistai in grado di eliminare le DSB si
suddividono in processi dipendenti dal’omologiasdguenza (Homologous Recombination)
ed indipendenti da essa (Non Homologous End Joinidglti passaggi di questi delicati
meccanismi e le relazioni che intercorrono tra skienon sono ancora ben compresi. La
scoperta di nuove pathways cellulari € spesso itavdallo studio delle malattie genetiche,
come ['Atassia Telangiectasia, nelle quali le stesgathways risultano difettive.
Alternativamente, €& possibile l'analisi delle pioge coinvolte nella riparazione che
interagiscono con le proteine della cromatina, ctistene H2AX.

Durante il primo anno di dottorato al fine di corapdere meglio le pathways cellulari
legate alla riparazione del danno al DNA, il nosthadio si € rivolto ad una malattia genetica,
I’Atassia Telangiectasia. Questa sindrome geneatitasomica recessiva sfocia in un intricato
fenotipo cellulare e si manifesta in difetti a quasti i tessuti dellorganismo. Tutte le
disfunzioni sono derivanti dall'inattivazione di usingolo gene, il gen@ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated). Si e arrivati all'iderdg#zione di questo gene nel 1988 quando Gatti
e collaboratori (1988) lo mapparono sul cromosorh@22-23. Numerose ricerche seguite a
guesta identificazione portarono all’assegnazioneurd ruolo essenziale per ATM nella
risposta cellulare al danno al DNA.

Inoltre, una delle principali vie di trasduziond degnale in risposta al danno al DNA
nelle cellule eucariotiche € quella che coinvolgitte ad altri fattori, la proteina p53, il

guardiano del genoma. La maggior parte dei tumolidise delle leucemie recano una
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mutazione nel geng53 Questo gene codifica per una proteina di 39luésiminoacidici e
53 kda. Essa € in grado di legarsi come tetramdrairea sequenza specifica del DNA
comportandosi cosi da attivatore trascrizional@uwerosi geni coinvolti nel controllo del
ciclo cellulare, nella riparazione del DNA e nelpesso apoptotico. Il compito di p53
consiste nel bloccare la divisione cellulare pepedire che il DNA danneggiato si duplichi,
dando cosi alle cellule la possibilita di correggkerrore prima che questo passi alle cellule
figlie; non meno importante € il ruolo della p53limnesco della morte per apoptosi in caso
di danno eccessivo o irreparabile. E stato dimtisthe nel nucleo esistono varie fosfoforme
(famiglie) di p53, che differiscono tra loro pemamiminoacido modificato al momento
dell’attivazione. E stato ipotizzato un ruolo diserper ogni fosfoforma di p53 nei vari
processi del ciclo cellulare: per esempio la*f53sembra avere un ruolo attivo nel processo
di riparazione del DNA poiché colocalizza con pio¢eche intervengono in questo processo
(Al Rashid et al. 2005). L'attivazione di tutteftesfoforme e sotto il controllo di ATM.

In questo contesto si inserisce la nostra riceocrilcfine di saggiare il ruolo di p53 in
cellule AT in seguito ad esposizione a radiazioarizzante. A questo scopo abbiamo
utilizzato la PFTe, un inibitore sintetico della p53 che sembra iiet@re con lattivita
trascrizionale della proteina. Allo scopo di chiaril ruolo di p53 nella riparazione delle
DSBs indotte dalla radiazione ionizzante abbiamaliarato I'espressione sia di p53 e
p53°*°sia di proteine implicate nel processo di ripasaei del DNA come RAD51 tramite
western blotting (con e senza PEJ.-Una volta comprese le basi molecolari del difethe
conduce all’Atassia Telangiectasia si potrebberdenetre importanti implicazioni
terapeutiche.

Nel secondo anno di tesi lo studio si € indirizzatdeterminare la relazione tra la
frequenza di alterazioni cromosomiche e l'apoptesad esaminare il ruolo di p53 nel
controllo della stabilita genomica in linee cellilamane quali i linfociti e i fibroblasti
primari, dopo esposizione a radiazione ionizzantaliverse fasi del ciclo cellulare. Tale
studio si inserisce in un contesto piu ampio in secondo studi precedenti (Schwartz e
Jordan, 1997) I'apoptosi elimina selettivamentecédule che portano aberrazioni instabili
(dicentrici e ring) rispetto a quelle con aberrazitabili (traslocazioni bilanciate); inoltre, nei
linfociti umani irradiati in GO e o0 immediatamergtmolati a proliferare 0 mantenuti per 48h
nella fase GO, la diminuzione della frequenza deredzioni instabili e correlata con
I'apoptosi-p53-dipendente (Bassi et al. 2003; Belkt al. 2005); infine, in un recente lavoro
(Belloni et al. 2008) é stata fornita un’evidenzeetta del fatto che le cellule contenenti

cromosomi dicentrici sono di preferenza eliminatdrante morte apoptotica.
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Per quanto riguarda i fibroblasti umani primaritét@ condotto uno studio allo scopo
di analizzare la correlazione tra le aberrazioanasomiche e la morte cellulare indotte dalle
radiazioni. | fibroblasti, infatti, costituisconma linea cellulare di interesse radiobiologico e
clinico nel momento in cui si considerano le ima#imni del danno genetico in ambito
radioterapico oltre che in quello della normaleossgione ambientale. Il sistema cellulare dei
fibroblasti, da noi scelto per tale lavoro, formida possibilita di comparare i risultati ottenuti
con quelli gia descritti nel sistema linfocitarimighé sono cellule umane normali, non
immortalizzate, e si puo sfruttare la confluenmagui la crescita si arresta per il fenomeno di
inibizione da contatto, per mimare la fase GO debccellulare. Sperimentalmente, colture
confluenti di fibroblasti sono state irradiate emediatamente dopo sono state indotte alla
proliferazione mediante tripsinizzazione e nuovanisa. A vari tempi di recupero dopo
lirradiazione e stata effettuata I'analisi del dancitogenetico, dell'apoptosi e 'andamento
del ciclo cellulare.

Infine, il terzo anno di dottorato e stato dedicatio studio delle proteine coinvolte
nella riparazione che interagiscono con le protelieia cromatina, come ad esempio l'istone
H2AX. Successivamente all'interazione proteinesistosi ha un rimodellamento della
cromatina che permette I'accesso al sito dannemegidé riparazione della lesione in maniera
regolata nel tempo. Negli eucarioti, la riparazi@gneegolata da complessi multiproteici che
sono organizzati in foci nel sito della lesione.e&ti foci sono strutture di giga-dalton
altamente dinamiche in grado di riparare contempeamente lesioni multiple del DNA.
Inoltre, la composizione di questi centri di ripgicane dipende dal tipo di lesione al DNA ed é
in stretta relazione con la fase del ciclo celkeldviolti dei componenti dei foci di riparazione
sono regolati tramite modificazioni post-traduzipnaquali la fosforilazione e
l'ubiquitinazione.

L’istone H2AX fosforilato ¢-H2AX) e essenziale per un efficiente riconoscirneat
riparazione delle DSBs, e molte molecole, spesggliara, di H2AX vengono rapidamente
fosforilate ad ogni sito in cui € presente una D@®gakou et al. 1998). Il sito di
fosforilazione e una serina situata a 4 residuiGi&rminale che e evolutivamente conservata
negli organismi. L'istone H2AX puo0 essere fosfanlada tre diversi tipi di chinasi: ATM,
ATR e DNA-PK. | foci di y-H2AX possono essere quantificati tramite microsgop
immunofluorescente o citometria a flusso. Datadpida induzione e amplificazione della
forma fosforilata dell'istone H2AX, e visto il rapgo di 1:1 tra il numero di foci di-H2AX
e il numero di DSB (Sedelnikova et al. 2002), gitieorpi che riconoscono l'istone H2AX

fosforilato sono diventati degli ottimi reagentirpieterminare la presenza di DSBs. Inoltre,
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'analisi dei foci delly-H2AX ha un ruolo chiave nello studio della relamotra lesione
primaria al DNA, riparazione e formazione di damnomosomico.

Il nostro studio si €& incentrato sull’analisi diltluzione dell’istoney-H2AX
fosforilato da parte di diversi agenti sia chingbe fisici che differiscono per il tipo di danno
indotto al DNA, allo scopo di mettere in relaziah&épo di danno indotto dai diversi agenti,
la sua segnalazione e la sua conseguente ripaeazion il fine di determinare |l
coinvolgimento dell'istone H2AX nelle varie fasielportano alla risoluzione del danno al
DNA.
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CAPITOLO 7: MATERIALI EMETODI

7.1 Sistemi cellulari

Diverse linee cellulari sono state utilizzate peolgere gli esperimenti di questa tesi:

1) Linee cellulari linfoblastoidi di Ataxia Telargptasia (AT). Le linee cellulari
utilizzate per gli esperimenti sono state otteradé Laboratorio di Medicina Sperimentale
dell’'Universita La Sapienza di Roma. Esse sono:

 FLEBYV - linea di controllo “wild-type”;

* AT97RM - omozigote per la mutazione ATM (0% di moia nativa);

 AT21RM - omozigote per la mutazione ATM (32% di @ioa nativa);

* AT28RM - eterozigote composto per la mutazione A% di proteina nativa).

2) Linfociti umani di sangue periferico (HPBL), preati da donatori sani e isolati da
“buffy coat”. E’ un sistema cellulare vantaggioserghé sono cellule di origine umana ed e
semplice ottenere sangue in quantita sufficiente peocedere agli esperimenti. La
popolazione cellulare che si ottiene é costituibg@rattutto di linfociti in fase GO, che
dovrebbe minimizzare gli effetti dovuti all'interfenza del ciclo cellulare. Infatti, i linfociti
possono essere stimolati a proliferare mediantsol’di attivatori che mimano ['effetto
antigenico. | linfociti sono distribuiti in maniemnaniforme nel corpo umano ed é possibile
compiere sia studi in vivo che in vitro. Tuttaviale sistema pud presentare lo svantaggio
della spontanea tendenza ad andare in apoptosi cwture in vitro e dalla diversa risposta
individuale ai diversi agenti.

3) Fibroblasti umani primari normali FB789, con cspno state allestite colture
aderenti a termine. Ci0 sta ad indicare che, myie cellule compiono un numero limitato di
divisioni cellulari, per poi andare incontro a degezione e morte, indipendentemente dalla
presenza di metaboliti appropriati per la cresquancipalmente a causa del fenomeno di
senescenza replicativa, a differenza di quantoeaevper linee cellulari immortalizzate.

4) Linee parentali di Hamster Cinese che si mameagstabili in coltura, il cui

cariotipo e costituito da 21+1 cromosomi riarratiggatutti diversi tra loro: le AA8 e le V79.
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7.2 Condizioni di crescita

7.2.1Linee cellulari linfoblastoidi di AT

Tutte le linee cellulari sono state mantenute iituca in un terreno cosi costituito:

* terreno RPMI 1640;

* 20% di siero fetale bovino inattivato (30 min. 26§

* 1% di L-Glutammina (2 mM);

* 1% di Penicillina (50 Ul/ml) e Streptomicina (50 fmd);

* 1% di Gentamicina.

Saltuariamente le colture cellulari vengono passaterreno arricchito con vitamine,
aminoacidi essenziali e aminoacidi non-essenzralste in questi terreni di coltura, le linee
cellulari crescono in sospensione e sono mantenuteubatore a una temperatura di 37°C,
in condizioni di saturazione di umidita e al 5% @0,. Le colture vengono suddivise
regolarmente ogni due giorni alla concentrazionet@d.000 cellule per ml di terreno. La
durata del ciclo cellulare €, per le 3 linee, dc&i20 ore ed il numero modale dei cromosomi
e 46.

7.2.2Isolamento dei linfociti umani

| linfociti umani di sangue periferico sono staliati da sacche arricchite di leucociti
provenienti da donatori diversi. Il sangue vieraith 2:1 in tampone fosfato salino (PBS).

L’isolamento viene effettuato mediante la strasifimne del sangue in una soluzione di
polisaccarosio e sodio diatrizotato di densita @ard.077-0.001 g/ml (Histopaque 1077,
Sigma) che, creando un gradiente, consente la &apae delle diverse componenti del
sangue. Vengono depositati 12 ml di Histopaque 1€#7fondo di ogni tubo e si lascia
cadere goccia a goccia la stessa quantita di safigite. Dopo centrifugazione per 30 minuti
a 1800 rpm, si preleva I'anello di linfociti che ferma all'interfaccia siero/Histopaque. Gli
eritrociti ed i granulociti dopo la centrifugaziosedimentano sul fondo dei tubi. Lo strato dei
linfociti viene prelevato e diluito 1:1 con PBS pai essere centrifugato per 20 minuti a 1800
rpm. Seguono altri due lavaggi in PBS per elimiflarguasi totalita delle piastrine presenti
nel pellet cellulare. Dopo l'ultimo lavaggio, unalta aspirato il sovranatante, i linfociti
isolati vengono trasferiti nella capsula di Petoncil terreno di coltura Ham’s-F10
complementato con:

» antibiotici (penicillina 50 Ul/ml e streptomicin®ng/ml);
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* L- glutammina 2 mM (1%);
* 20% di siero bovino fetale (FBS) inattivato medehésposizione a 56°C per 20
minuti.
Prima di iniziare gli esperimenti occorre sempilienate la popolazione dei linfociti
contandoli tramite camera di Burker, per procedes alla semina di 1x2@ellule per ml di
terreno in bottiglie di coltura da 50 ml. Le boliggcontenenti i linfociti vengono quindi poste

in incubatore a 37° C, con una umidificazione diael 95% e con il 5% di GO
7.2.3 Stimolazione dei linfociti umani

La stimolazione dei linfociti avviene mediante Ipego di attivatori policlonali in
grado di attivare i linfociti B e T a prescinderalld loro specificita antigenica. Tra gli
attivatori comunemente utilizzati troviamo le leetj proteine polimeriche delle piante che
sono in grado di legare specificamente i residuciglici delle glicoproteine di superficie delle
cellule T, incluso il complesso del recettore TCR3Z mimando cosi il segnale trasmesso da
tale complesso per la stimolazione. Tra le lectiheuso piu frequente in laboratorio si
possono citare la concanavalina A e la fitoemathgiggna, che agisce maggiormente sui
linfociti T.

In seqguito alla stimolazione, si osservano unaséircambiamenti:

* modificazioni della permeabilita di membrana (autoedell’attivita di scambio
Na'/H"; aumento del numero di canali* Kaperti, aumento del trasporto di
nutrienti);

* aumenta la concentrazione di calcio ionizzato imguge alla idrolisi dei
fosfoinositoli di membrana,;

» fosforilazione;

* aumento della trascrizione genica.

Prima della stimolazione i linfociti si trovano fefase GO del ciclo cellulare, ma in
risposta ad uno stimolo antigenico i linfociti emto nella fase G1 ed il loro diametro
raggiunge i 10-1um, il citoplasma diventa piu consistente e contipineorganelli ed RNA
rispetto ai linfociti quiescenti. La progressionentnua nella fase S fino alla mitosi. Tale
successione di eventi & denominata trasformazitastida.

Per gli esperimenti é stata utilizzata la fitoeragtglutinina (PHA) come mitogeno per

attivare i linfociti T immunocompetenti stimolandora divisione cellulare. La PHA si
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aggiunge al terreno di coltura completo alla cotreaione finale del 2% e, normalmente,

dopo 48 ore di trattamento si osservano le printesni
7.2.4Fibroblasti umani primari

Come e noto, le cellule che vivo fanno parte di tessuti solidin vitro crescono
aderendo in monostrato alla superficie di una @adgi coltura. L'adesione e una condizione
necessaria per la duplicazione del DNA e la sinpesteica, ed € un fenomeno attivo che
richiede l'interazione di recettori di membrana,iméegrine, con proteine adesive come la
fibronectina, adsorbite sulla superficie della pegli coltura. Le piastre per colture aderenti
possono essere distinte in due tipi principalisdi@e e capsule Petri. Le nostre colture sono
state mantenute in fiasche, contenitori ad imbageattretta, chiuse con tappo a vite, con area
di 25 o 75 cr Le cellule aderenti crescono fino ad occupargdtia superficie disponibile e
guesto stadio si definisce coltura confluente. Afleenza la crescita si arresta, per |l
fenomeno di inibizione da contatto, e le cellulea® essere trasferite in nuove fiasche. Per
il trasferimento le cellule vengono staccate dabifm della fiasca con una soluzione di EDTA
(acido etilendiamminotetraacetico) e tripsina. L'E®chela il C&* ed il M¢f* necessari per
'adesione, mentre la tripsina, in quanto enzinagwlitico, degrada le proteine della matrice
che mantengono le cellule aderenti. Una volta attenl distacco delle cellule I'azione di
tripsina ed EDTA viene neutralizzata con l'aggiurdaterreno completo, che contiene
specifici inibitori della tripsina nel siero.

Il terreno base utilizzato per le nostre colturé ®lcCoy (GIBCO, Invitrogen), cui
vengono aggiunti il 20% di siero fetale bovino (FBIS-glutammina 2 mM (1%) e antibiotici,
usati a scopo preventivo, quali penicillina (50 ruly e streptomicina (50ug/ml). |
trasferimenti (anche passaggi) sono stati effatalBincirca ogni due o tre giorni in base al
grado di confluenza delle cellule preventivamentadigato mediante osservazione al
microscopio a contrasto di fase e valutazione acokirica della colorazione del terreno di
crescita. Dopo la semina, effettuata in condizidirsterilita sotto cappa a flusso laminare, le
fiasche contenenti le cellule venivano mantenuténaubatore a 37°C con umidificazione
d’aria del 95% e con il 5% di GO

7.2.5Linee cellulari di Hamster Cinese

Le linee cellulari parentali di hamster cinese coe® in adesione in terreno di coltura

costituito da:
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* terreno DMEM,;

* 10% di siero fetale bovino;

* 1% di L-Glutammina (2 mM);

e 1% di Penicillina (50 Ul/ml) e Streptomicina (50 fd);

* 0,1% di Gentamicina.

7.3 Reagenti

La Pifithrin-o (PFT-w) (Calbiochem) e un inibitore dell’apoptosi e datlivita
trascrizionale p53 dipendente (Komarov et al., 1J99%le composto € stato disciolto in
DMSO alla concentrazione madre di 27,2 mM. Viengiaga 12 h prima del trattamento con
i raggi X alla dose finale di 30M. La struttura della PF&-€ riportata in Figura 27.

CHS

N

1
-HEYr

Figura 27: Struttura della pifitrina- a.
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La Bromodeossiuridina (BrdUrd) (Sigma) € un analagtia base timina che viene
incorporato nel DNA nel periodo di sintesi. E staligciolta in acqua distillata ad una
concentrazione di 30@g/ml e conservata a —20°C fino al momento dell'ddene aggiunta
alle cellule subito dopo l'irradiazione e tolta doypn’ora, ad una concentrazione digml.

Il Colcemid e un veleno del fuso mitotico che bkata polimerizzazione della tubulina
e inibisce la formazione del fuso mitotico. Si aggje alla coltura cellulare (0;&y /ml) 3/4
ore prima di effettuare il fissaggio.

La Fitoematoagglutinina (PHA) € una mucoproteirteatta dal Phaseolus vulgaris che

stimola i linfociti T timo-dipendenti. Si aggiungdle colture cellulari ad una concentrazione
del 2%.
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7.4 Protocollo sperimentale e tecniche utilizzate perlinee linfoblastoidi di
AT

7.4.1 Western blotting (SDS page)

Dopo lirradiazione (la PFTx € stata aggiunta tre ore prima dell’irradiaziome)
cellule sono state processate per il western biptilie cellule sono state lavate una volta in
PBS e lisate in RIPA buffer (1% Igepal, 1% Na-demdato, 0,1% SDS, 150 mM NacCl, 2
mM EDTA, 50 mM Na-fluoride, 100 U/ml aprotinina) p&5-30 minuti in ghiaccio. |
campioni vengono poi centrifugati a 11000 rpm pémiin a +4°C. La concentrazione delle
proteine nei campioni, contenute nel sovranatanstata misurata mediante la costruzione di
una retta di taratura con BSA ottenuta tramite agge spettrofotometrico con il metodo
Bradford. 40ug di proteine sono stati caricati nei pozzetti (¢oading buffer 4X) di un 4-
12% Novex Tris-Glicine gel (Invitrogen). In un petto e stato caricato il marker
(Benchmark Prestained protein ladder, Invitrogdrg.camera elettroforetica (Sure Lock,
Invitrogen) e stata riempita con Tris-Glycine-SD@fer (250 mM Tris-HCI, 1.92 M Glicina,
1% SDS, pH 8.3). La corsa e stata condotta a 3%emBO V per 2-3 ore. A fine corsa il gel
viene montato su un supporto adatto (Blot Modulgijttogen), e si procede al trasferimento
delle proteine su una membrana di nitrocellulosa. fBre questo la camera elettroforetica
viene riempita con Tris-Glycine Transfer buffer $3inM Tris-HCI, 2.4 M Glicina, 20%
metanolo) e si esegue l'elettroforesi a 150 mA &/3er 2 ore. Si procede ora al bloccaggio
delle proteine immergendo la membrana per un’otia fielocking solution” (5% di not-fat
dried milk in TBST: 1 M Tris-HCI, 5 M NaCl and 0.96 Tween-20, pH 7.6). Si immerge
quindi la membrana in una soluzione 1:500 di anpicgorimario in milk e si lascia incubare
overnight a +4°C. Per p53 abbiamo usato I'anticdignati-mouse DO-1" (Santa Cruz); per
RADS51 abbiamo usato un “anti-rabbit RAD51” (Signeaper p5%™°un “anti-rabbit p5%™>
(Calbiochem). Si eseguono 3 lavaggi in TBST e pgrecede all’incubazione per un’ora
della membrana con l'anticorpo secondario (1:10000iugato con la perossidasi. Si
eseguono ancora 2 lavaggi in TBST ed uno in TBE€mminare I'eccesso di Tween-20) e si
procede con lo sviluppo della lastra fotograficando il “Western Blotting detection reagents
kit” (Amersham). L'avvenuta reazione antigene-amio € segnalata dalla formazione di una
banda di colore nero sulla lastra fotografica, alalli intensita si ricava la quantita di

espressione della proteina in esame.

108



7.5 Protocollo sperimentale e tecniche utilizzate pdinfociti.

| linfociti isolati dal “buffy coat” sono stati semati nel terreno di coltura alla
concentrazione di 1x£0nl. Successivamente alla semina & stata aggiaR&lA, in grado di
stimolare la proliferazione cellulare. La PEJTinibitore sintetico della proteina p53, viene
somministrata ai linfociti 12 h prima dell’irradiane. Dopo 44 ore dalla stimolazione con
PHA i linfociti nella fase G2 del ciclo cellularerso stati irradiati con una dose di 0,5 Gy di
raggi X, sia in presenza che in assenza di &FItlizzando una macchina Gilardoni MGL
200/8D, operante a 250 kV e 6 mA (“dose rate” 6¢/atn). Subito dopo l'irradiazione ai
linfociti viene aggiunta la BrdUrd che viene ladaianel terreno per 1 h. L’incorporazione
della BrdUrd nella molecola del DNA al posto ddilmina ha consentito I'analisi, tramite
I'individuazione del bandeggio da replicazione @nicorpi specifici, delle metafasi che si
trovavano o nella fase G2 del ciclo cellulare (niegaal bandeggio da replicazione) o nella
fase S (positiva al bandeggio da replicazione) @ento dell'irradiazione. Questa analisi €
stata effettuata a diversi tempi di fissaggio (26,48, 10, 12 h) dall'irradiazione aggiungendo
prima la colchicina per arrestare le cellule in afeete. | parametri analizzati in questo lavoro
comprendono l'analisi della cinetica di proliferaze nella fase G2 del ciclo cellulare, lo
studio dell'apoptosi, un saggio citofluorimetricerpsalutare I'espressione della proteina p53
e lanalisi delle aberrazioni cromosomiche indaltg raggi X. In Figura 28 é illustrato |l
protocollo sperimentale e qui sotto i punti speritaé effettuati:

1. K
2. PFTu
3. 0.5Gy
4. 0.5 Gy + PFTa
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Figura 28: Protocollo sperimentale per I'analisi inG2 dei linfociti umani.

7.5.1 Fissaggio ed allestimento dei preparati citogeceti

Nelle due ore precedenti al fissaggio le cellulacsstate trattate con colcemid per
bloccarle in metafase, momento nel quale la coralmse della cromatina ci consente di
distinguere nel migliore dei modi i cromosomi e whlutare I'eventuale presenza di
aberrazioni cromosomiche. Vengono prelevati $xdilinfociti contenuti in circa 5 ml di
terreno e trasferiti in tubi falcon da 15 ml. Ldlgle vengono quindi centrifugate per 10
minuti a 1000 rpm (o 7 minuti a 1500 rpm), si asmuindi il sovranatante, si risospende il
pellet e si aggiungono in ogni tubo 5 ml di soludapotonica di KCI 0.75 M. | tubi vengono
quindi lasciati per 10 minuti nel bagnetto a 37°®ubito dopo occorre centrifugare
nuovamente i tubi a 1000 rpm per 10 minuti, si @spisovranatante e, risospeso il pellet, si
aggiungono 5 ml di fissativo composto di metanalimta acetico (3:1) versandolo nei tubi
goccia a goccia. | tubi vengono poi nuovamente rfagati (nelle stesse condizioni), si
riaspira il sopranatante, si risospende il pellst &ygiunge nuovo fissativo. Tale procedura si
ripete ancora una volta. Le cellule sono ora fesggbossono essere conservate in frigorifero a
+4° C dalle due alle 24 ore prima della seminavstiini. Prima della semina, si effettua una

nuova centrifugazione dei tubi contenenti le celluh modo di poter eliminare il fissativo in
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eccesso. Il pellet pud essere ora risospeso nebniissativo, che viene aggiunto in quantita
tale da ottenere la giusta concentrazione di eelpdr la semina sui vetrini. | vetrini sono
precedentemente lavati in acqua corrente e corisénvacqua distillata e metanolo 1:1 in
frigorifero a +4 °C almeno per un’ora. La sospensidinale di cellule viene fatta cadere

dall'alto goccia a goccia sui vetrini bagnati.
7.5.2Allestimento dei preparati per I'analisi della masfogia nucleare

Circa 1x10 cellule vengono trasferite in tubi Eppendorf ettiérgate a 1800 rpm per
10 minuti. Dopo aver aspirato e risospeso il paldtulare si aggiungono 1,5 ml di fissativo
5:1 (metanolo:acido acetico). La soluzione quindne conservata a -20°C.

La semina va effettuata su vetrini lavati con accpaente e conservati a + 4°C in una
soluzione di acqua distillata e metanolo al 10%etfini vengono poi colorati con la reazione

con anticorpo anti-bromodeossiuridina.
7.5.3 Reazione per la colorazione con anticorpo anti-brodeossiuridina.

Questa reazione ci permette di individuare il baggi® da replicazione tramite
'incorporazione della BrdUrd. Dopo che i vetrinobr® stati seminati vengono fatti
invecchiare almeno una settimana prima di prosegalia reazione di colorazione. | vetrini
vengono denaturati per un minuto in 10 mM NaOH 7@%etanolo in agitazione.
Successivamente i vetrini si disidratano per 5 mniaiascuno in etanolo al 70, 90, 100% in
agitazione e quindi vengono asciugati all’aria.

Da ora in poi, lavorando al buio, i vetrini si dewoincubare per 30 minuti a
temperatura ambiente con 10QDper vetrino di anticorpo anti-BrdUrd di topo (Boeger-
Mannheim) diluito 1:100 in buffer immunologico (PB&$5% BSA e 0,5% Tween 20), con
coprioggetto.

Poi si eseguono 3 lavaggi in PBS di 5 minuti ciascin agitazione. Nei successivi 30
minuti i vetrini, a temperatura ambiente, si incob&on 10Qul per vetrino di anticorpo anti-
topo IgG-FITC di capra diluito 5:100 in buffer immalogico (PBS, 0,5% BSA e 0,5%
Tween 20). Dopo aver eseguito altri 3 lavaggi inSP@ 5 minuti ciascuno in agitazione, i
vetrini si disidratano nuovamente in etanolo al 80, 100% per 5 minuti ciascuno in
agitazione.

Una volta asciugati i vetrini allaria la coloram® con DAPI viene eseguita

immergendo i vetrini per 5 minuti in una soluziahé,2 ug/ml di DAPI in 2xSSC. Quindi, si
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aggiungono su ogni vetrino 40 di Vectashield Mounting Medium (Vector Lab) ensonta il
vetrino coprioggetto, che si fissa con dello smaltosetrini sono pronti per lI'analisi al

microscopio a fluorescenza (Figura 29).

A

Figura 29: Esempio del rilevamento immunocitochimio dell’'incorporazione della
BrdUrd sia in cellule in metafase sia apoptotichettenute di linfociti umani esposti
allirradiazione in presenza o assenza PFT. a) metafase BrdUrd positiva; b) cellula
apoptoticha BrdUrd negativa; c) cellula apoptoticaBrdUrd positiva.

7.5.4 Colorazione con Giemsa

Dopo il fissaggio e la semina su vetrino descritl paragrafo 7.5.1 si procede alla
colorazione con una soluzione al 3% di Giemsa reglile i vetrini vanno immersi e lasciati
per 6 minuti. Una volta asciugati i vetrini vengooaperti con vetrino coprioggetto fissato

con eukitt.
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7.5.5 Analisi della cinetica del ciclo cellulare

Per lo studio della cinetica di progressione deloccellulare sono state analizzate 100
metafasi per punto sperimentale, usando I'obietti#0x, considerando le metafasi positive al
bandeggio da replicazione come cellule che al memndell’irradiazione si trovavano nella

fase S del ciclo cellulare (Figura 29).
7.5.6 Analisi della morfologia nucleare apoptotica

La morfologia nucleare si osserva al microscopidflmrescenza facendo uso
dell'obiettivo 100x. Per ogni punto sperimentalensostate analizzate 500 cellule,
considerando come apoptotiche le cellule con leesaty caratteristiche morfologiche (Figura
29):

* marginazione e condensazione della cromatina;

» frammentazione del nucleo in corpi apoptotici.
7.5.7 Analisi delle aberrazioni cromosomiche

Per osservare la presenza di eventuali aberraziomosomiche sono state analizzate
300 cellule per punto sperimentale nella fase G2id cellulare selezionata sulla base della
cinetica. Le aberrazioni sono analizzate secondantgu riportato da Savage (1975). |

preparati sono analizzati al microscopio ottico obrettivo 100x.
7.5.8 Reazioni citofluorimetriche per I'espressione delproteina p53.

Per ogni punto sperimentale sono stati prelevat02xi linfociti, contenuti in circa 2
ml di terreno. Dopo un lavaggio in PBS, le cellato state fissate risospendendo il pellet
cellulare in una soluzione al 50% di metanolo fiedd PBS e quindi lasciate per 24 ore nel
frigorifero a —20°C (Kastan et al. 1991).

Per l'analisi dell'espressione della proteina pg3cellule sono state poi lavate per 2
volte in PBS ed incubate a +4°C per 15 minuti ia biocking solution (PTA: 0,2 % Tween
20; 1% bovin serum albumin (BSA) in PBS). | linfocono stati poi centrifugati nuovamente
ed incubati a +4°C per 1 ora con l'anticorpo moopale IgGA di topo anti-p53 (DO-1)
(SantaCruz Biotechnology) diluito 1:6 in PTA.

113



Dopo tre lavaggi in PTA i linfociti sono stati ingati 1 ora a +4°C con anti-topo IgG
(H+L) FITC (Vector Laboratories) diluito 1:200 inTR, ed infine sono stati effettuati altri 3
lavaggi in PTA.

| preparati sono stati quindi colorati con iodurgubpidio (5ug/ml) (Sigma) + RNasi
(100ug/ml) in PBS ed analizzati con FACS Calibur (Beeliokinson, San José, CA)
equipaggiato con un Laser Class 1 operante adunggaézza d’onda di 488 nm e 13 mW di
potenza. Come controllo negativo € stato utilizaatacampione di linfociti precedentemente

trattati con il solo anticorpo secondario.

7.6 Protocollo sperimentale e tecniche utilizzate péibroblasti

Il primo protocollo sperimentale riguarda la vakitame dell’effetto di una dose
crescente di raggi X sulla frequenza delle abesraziromosomiche (B dicentrici e rings)
indotte nella fase G1 del ciclo cellulare nei fiblasti umani primari. Per la determinazione di
una curva dose-effetto l'analisi € stata effettuaitaempi di fissaggio di 24 e 48 h dal

momento dell’esposizione (Figura 30).

1Gy-2Gy-3Gy
X-Rays
+BrdUrd

Fix aberrazioni cromosomiche e FACS

.

24 h

-

48h

F
il L

Figura 30: Protocollo sperimentale per la determinaione di una curva dose-effetto per
tre dosi di raggi X pari a 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy per i ¢mpi di recupero 24 e 48 h
dall’esposizione.

Successivamente, lo studio é proseguito utilizzamdlanica dose di raggi X pari a
3Gy, a vari tempi di fissaggio collocati intornalae momenti fondamentali, quali 24 e 48 ore

che corrispondono, con buona approssimazione, ahanto della prima e della seconda
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divisione cellulare rispettivamente. | parametrial@zati in questo secondo protocollo
sperimentale (Figura 31) comprendono, I'analisiedaberrazioni cromosomiche indotte dai
raggi X nella fase G1 del ciclo cellulare, lo studiella morte cellulare, la valutazione
citofluorimetrica del ciclo cellulare e dell’espsgsne della proteina p53. Questi ultimi due

parametri sono stati analizzati anche a tempi iedall’irradiazione.

A rays
+ BrdUrd
Fix Apoptosi e ciclo cellulare FACS
N
r" ™
Fix Aberrazioni cromosoemiche
o
- ™\
2h
4h
= dh
¢ ’ 24 h
¢ ¥ 28h
N 32 h
b 54 h
e >
8 h

N ¥ 52
- d

Figura 31: Protocollo sperimentale per lo studio dée aberrazioni cellulari, dell’'apoptosi
e del ciclo cellulare a vari tempi di recupero dopdesposizione a 3Gy di Raggi X.

7.6.1Fissaggio e allestimento dei preparati per I'anal@togenetica

Quattro ore prima di ogni fissaggio le cellule smtate trattate con Colcemid per
bloccarle in metafase, stadio in cui la massimadeasazione della cromatina consente di
distinguere meglio i cromosomi e di valutare |'elwele presenza di aberrazioni
cromosomiche. Il terreno di crescita viene prelevda ciascuna fiasca e trasferito in tubi
falcon da 15 ml. Si effettuano due lavaggi con 5dinPBS e si trasferiscono nei tubi da
fissaggio e si procede al distacco delle celluleosa adese alle fiasche con 1,5 ml di tripsina.
Una volta staccate esse vengono raccolte con udigetreno e trasferite nei tubi falcon. Si

effettua una centrifugazione a 1500 rpm per 5 minwi rimuove il sovranatante e si
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risospende il pellet cellulare. A questo puntoggiangono 5 ml di ipotonica preriscaldata,
Tricitrato 1%, e si lasciano i tubi per 20 minut8@°C. Sull'ipotonica si aggiungono 5 ml di
fissativo composto da metanolo:acido acetico (8eksandolo nei tubi goccia a goccia. Le
cellule vengono nuovamente centrifugate a 1500 mmen 5 minuti, si aspira via |l
sovranatante, si risospende il pellet e si aggiumgavo fissativo. Tale procedura si ripete
ancora una volta. Le cellule sono ora fissate s@us essere conservate in frigorifero a +4°C
da due a 24 ore prima della semina sui vetrininBrdella semina, si effettua una nuova
centrifugazione dei tubi contenenti le cellule, mmodo di poter eliminare il fissativo in
eccesso. Il pellet cellulare puo essere ora rismspel nuovo fissativo, che viene aggiunto in
guantita tale da ottenere la giusta concentraziboellule per la semina sui vetrini.

| vetrini sono precedentemente lavati in acquaecter e conservati in acqua distillata
e metanolo 1:1 in frigorifero a +4 °C almeno petous La sospensione finale di cellule
viene fatta cadere dall'alto goccia a goccia stinebagnati cosicché, per I'impatto, avviene
la rottura delle membrane cellulari che provocéidarazione e I'apertura delle metafasi sul
vetrino. | vetrini vengono lasciati ad asciugareiragecchiare almeno una settimana prima di
procedere alla reazione di colorazione secondedai¢a Fluorocromo plus Giemsa (FPG)
(Perry and Wolf, 1974). Questo metodo consisteimgliergere i vetrini in una soluzione al
3% di Hoechts 33258 per 20 minuti, dopodiché i prap vanno immersi in acqua di fonte ed
esposti per 30 minuti ad una sorgente di luce UWin@ i vetrini vengono colorati con una
soluzione di Giemsa al 4% in cui sono immersi ei&sper 7 minuti. Una volta asciugati i
preparati vengono coperti con vetrini coprioggédigsati con eukitt € sono pronti per essere

analizzati.
7.6.2 Studio della morte cellulare:

Elettroforesi in campo pulsato (PFGE):

» preparazione dei blocchettiper tale procedura &€ necessario un quantitativo di
cellule pari a circa 1xf0 Le cellule tripsinizzate vengono trasferite ppendorf e
centrifugate a 1500 rpm per 8 minuti. Si aspiraivgvranatante e le cellule sono
risospese in 10Ql di una soluzione contenente 0.15 M NaCl, 2 mM,RB, pH
6.8, 1 mM EGTA e 5 mM MgGI Viene aggiunto un uguale volume di agarosio
“low-melting” e tale soluzione viene colata in appgosupporti per la formazione
di blocchi di agarosio e lasciata solidificare @€ minuti a 4°C. In ogni blocco
sono contenute 500.000 cellule e per ogni puntoirpatale vengono preparati
due blocchetti. Successivamente, i blocchi di agiaracontenenti le cellule
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vengono trasferiti in una soluzione per la lisildare costituita da 10 mM NacCl,
10 mM Tris-HCI pH 9.5, 25 mM EDTA, 1% lauril sardéos e 20Qug di Proteinasi
K e quindi incubati per 24 h a 50°C. Trascorsedén2 blocchi vengono lavati per
tre volte in 10 mM Tris-HCI pH 8.0 e 1 mM EDTA. Geun lavaggio dura 2 h a
4°C. | blocchi possono essere conservati per circenese prima dell'uso a 4°C in
50 mM EDTA pH 8.0.

» corsa elettroforeticail DNA contenuto nei blocchi puo quindi essereasapo in
base al peso molecolare dei frammenti mediant&r@fi@tesi pulsata in un gel di
agarosio all'1% in 0.5 x TBE costituito da 45 mMs[r1.25 mM EDTA e 45 mM
di acido borico pH 8.0. Il tampone di corsa, senmgstituito da 0.5 x TBE viene
mantenuto ad una temperatura di 12°C. La corsadlatietica viene effettuata per
19 ore a 180 Volts in un sistema CHEF (Contour @dnHomogeneus Electric
Field) (Pharmacia) con un programma di impulsi &a€ (20/6h; 10/3h; 4/2h;
2'/2h; 1/3h). Dopo la corsa il gel viene colorato per citcda in Bromuro di Etidio
(EtBr) ad una concentrazione dudy/ml, osservato su una fonte di luce UV a 312

nm e fotografato con un sistema Polaroid.

Analisi dell'apoptosi mediante colorazione fluoresente (saggio dei tre colori)la
tecnica prevede I'uso combinato di Fluoresceinadditata (FDA; ;ug/ml) e Hoechst (HO, 1
ug/ml) per l'identificazione delle cellule apoptdie e di quelle necrotiche rispetto alle cellule
vive. FDA e HO sono coloranti vitali che identifitarispettivamente il citoplasma (in verde)
e il nucleo (in azzurro) delle cellule vive. La nesi e lo stadio tardivo dell’apoptosi vengono
identificate mediante colorazione con ioduro digwdo (Pl). Le cellule nella fase precoce
(marcatura con HO) e nella fase tardiva (marcatoa IP) dell’apoptosi, mostrano il
caratteristico pattern di frammentazione della @bna (Figura 32). Sono state analizzate al

microscopio circa 200 cellule per punto sperimental
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Figura 32: Analisi dell'apoptosi mediante colorazione fluoresente che illustra le
differenti morfologie cellulari.

7.6.3 Analisi citofluorimetrica per il ciclo cellulare d’'espressione della proteina p53

Il protocollo utilizzato per I'analisi dell’espreéssie della proteina p53 € il medesimo
gia descritto per i linfociti (paragrafo 7.5.8) garsostanziali modifiche.

7.7 Protocollo sperimentale e tecniche utilizzate pkrilevamento dell'istone
yH2AX in linee cellulari di hamster Cinese

7.7.1Protocollo sperimentale e agenti utilizzati

Tale analisi € stata effettuata in due linee pateogllulari di hamster cinese, le AA8 e
le V79. Le AAS8 sono state usate inizialmente pettene a punto la tecnica; successivamente
abbiamo utilizzato la linea V79 poiché e subenttasigenza di avere una linea cellulare
sincrona e quindi piu stabile in condizioni di doehza.

Abbiamo analizzato diversi agenti che inducono dasrDNA sia S-dipendenti sia S-
indipendenti e tutti sono stati esaminati un’orpald trattamento:

* iraggi X sono agenti S-indipendenti che induconagipalmente rotture a doppio
filamento (DSBs) in modo lineare con la dose diaadne e con una frequenza di
approssimatamente di 20-40 DSBs per cellula e pati@&ggi X;

* i raggi ultravioletti (UV) sono S-dipendenti poichdn inducono direttamente
DSBs ma solo in conseguenza del passaggio attmalgefase di sintesi; le lesioni

primarie indotta nel DNA dai raggi UV sono i dimeti pirimidina e i 6-4
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fotoprodotti che sono riparate principalmente dalcleotide excision repair”
(NER);

» gli enzimi di restrizione sono endonucleasi chiegano ad una specifica sequenza
di DNA (sito di riconoscimento) e tagliano entrambilamenti di DNA (Figura
33) creando quindi una DSB; nei nostri esperimahbiamo utilizzato BamHI e
Alul:

5'GGATCC 5---G  GATCC---3'
3'CCTAGG 3'---CCTAG G---5'

5AGCT 5---AG CT---3'
3TCGA  3'---TC GA---5'

BamHI |Bacillus amyloliquefaciens

Alul  |Arthrobacter luteus

Figura 33: Tagli al DNA degli enzimi di restrizioneBAM HI e Alul.

Per introdurre gli enzimi di restrizione nelle cé#l di mammifero possono essere usati
vari metodi. Nei nostri esperimenti abbiamo scelioutilizzare il metodo dello shock
osmotico (Winegar and Preston, 1988) in cui ilegiato (1,1 M) € comunemente usato per
trattare le cellule con gli enzimi di restrizioneighé questo composto penetra lentamente la
membrana cellulare; le cellule sono state traftate30 minuti con le seguenti dosi di enzima
10 U, 20 U, 25 U, 50 U (in una soluzione di glidert.1 M), e dopo un’ora sono state fissate;

* il VP16 o etoposide € un agente anti-tumorale; fguagisce inibendo I'enzima
topoisomerasi Il: il VP16 forma un complesso teimaron il DNA e I'enzima
topoisomerasi Il e prevenendo la “re-ligation” fildlmento di DNA causa DSBs;
le cellule sono state tratttate per 45 minuti a#guenti dosi 5 uM, 15 uM, 25 uM,
e dopo un’ora sono state fissate;

* la camptotecina (CPT) € un inibitore delle topoisoasi | ed e dotata di attivita
antitumorale; la CPT non € in grado di legarsi hBMNA né alla topoisomerasi |
presi singolarmente ma solo al complesso DNA-enZoteavable complex); il suo
effetto citotossico si manifesta soprattutto qualadsostanza viene somministrata
durante la fase S del ciclo cellulare: la presemeita CPT blocca il “cleavable
complex” e quindi la capacita della topoisomerasi rtipristinare l'integrita del
filamento di DNA incrementando la formazione di SSéhe portano I'enzima
legato alla estremita 3'-OH; le cellule sono staigttate per 45 minuti alle

seguenti dosi 5 uM, 15 uM, 25 uM, e dopo un’oraosstate fissate.
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7.7.2 Marcatura tramite immunofluorescenza geH2AX

Le cellule, che crescono in adesione, sono semathtena concentrazione di 1X10
piastrine dove precedentemente e stato posto ilaggetto sterilizzato. Dopo un lavaggio in
PBS per 5 minuti le cellule sono fissate con fodeale al 3% in PBS per 10 minuti. Al
fissaggio seguono due lavaggi in PBS per 5 minapiodi quali le cellule sono permealizzate
in Triton 0,5% in PBS per 5 minuti. Dopo un ulteddavaggio in PBS per 5 minuti e due
lavaggi in 0,05% Tween 20 in PBS per 5 minuti $etdia il bloccaggio in FBS (Foetal
Bovine Serum) 10% in PBS per 45 minuti. Successargmle cellule sono incubate con 100
pl di anticorpo monoclonale primario agtH2AX (Monoclonal Antibody Millipore) diluito
1:1000 in FBS 10% per 1 h a 37°C o over-night aCt4F giorno dopo i vetrini sono lavati
con Tween 20 in PBS per 5 minuti per tre volte ediule sono incubate per 1 h a 37°C con
100 pul di anticorpo secondario anti-mouse FITC Al&uor 488 donkey (Invitrogen) diluito
1:200. Seguono tre lavaggi in Tween 20 in PBSn#file cellule sono controcolorate con
DAPI (0.2ug/ml) in antifade (Vector Laboratories, Inc., Bangame, CA).

7.7.3 Analisi tramite microscopia a fluorescenza giH2AX

L’analisi dei foci dell'istoney-H2AX si osserva al microscopio a fluorescenzaridce
uso dell'obiettivo 100x. Per ogni punto sperimeatsdno state analizzate 100 cellule.

La lettura e stata effettuata sia con metodo ocokidco sia mediante un software
specifico che permette di determinare il numerdodi in una singola cellula, l'intensita di
fluorescenza dei foci per cellula e I'intensitafidiorescenza della cellula. Il programma e
chiamato Focicounter ed e pubblicamente consudtabil nel sito
http://focicounter.sourceforge.ngtlucha et al. 2009). Un microscopio fluorescente i

combinazione con una fotocamera digitale puo esssa® per acquisire le immagini dei foci
di y-H2AX. Le cellule positive sono state divise in elige classi in base al numero di fgci
H2AX presenti (0-5, circa 10, circa 20, circa 3@®;cellule che non presentavano fgei

H2AX sono state riportate come negative.
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CAPITOLO 8: RISULTATI

8.1 Risultati linee cellulari AT

Il sistema cellulare utilizzato per comprendere Ioelg basi molecolari e cellulari del
difetto che conduce all'Atassia Telangiectasia (AT )ostituito da quattro linee cellulari
linfoblastoidi: tre linee AT (caratterizzate da eige mutazioni nel gen®TM) ed una linea
wild-type di controllo. E' noto che cellule derianla pazienti affetti da AT sono difettive
nella risposta alle rotture a doppia elica (DSBRptthan and Shiloh, 1999). Da studi
precedenti si erano ottenuti i seguenti risultati:

* per quanto riguarda le aberrazioni cromosomichieeiinee (FLEBV, AT28RM,
AT21RM) nei campioni co-trattati con raggi X e PkThella fase G2, le rotture
cromatidiche aumentavano rispetto al campione smddiato, mentre nella linea
AT97RM le rotture cromatidiche diminuivano nel caone co-trattato con raggi
X e PFTea sempre rispetto al campione solo irradiato;

* questo risultato € stato confermato dal comet assay

* in seguito a co-trattamento con PEE radiazioni abbiamo riscontrato un aumento
significativo delle rotture cromatidiche in tutte linee analizzate tranne che nella
linea AT97RM dove abbiamo osservato una diminuzi@ngnificativa delle
delezioni; ossia, nei campioni co-trattati con RF&radiazioni, le linee AT21RM
e AT28RM mostravano un andamento simile a quelldtadeea di controllo
(FLEBV), mentre la linea AT97RM mostrava un andatoemverso ma, allo
stesso modo, significativo; quindi, nella linea ARM la PFTe sembra stimolare
la riparazione delle DSBs indotte nella fase G2 aelo cellulare; cid porta ad
ipotizzare che la PF@-possa agire su un altro target proteico coinvediosistemi
di riparazione delle DSBs (HR o NHEJ); differentenes nelle linee FLEBV,
AT21RM e AT28RM la p53 sembra intervenire nellaargeione delle DSBs
indotte dalle radiazioni in assenza di ATM favorernid‘rejoining” delle estremita
rotte.

Allo scopo di chiarire il ruolo di p53 nella ripaiane delle DSBs indotte dalla
radiazione ionizzante abbiamo analizzato I'espoessisia di p53 e p58%™ sia di proteine
implicate nel processo di riparazione del DNA cor#&D51 tramite western blotting (con e
senza PF ).
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Le bande di chemioluminescenza relative all’'espoessdelle proteine p53 e RAD51
ottenute tramite western blotting dopo irradiaziamgresenza ed in assenza di RE3eno
mostrate in Figura 35. Pguanto riguarda la proteina p53 sia nella linea BEwild-type)
sia nella AT21RM si osserva un aumento dell'espoessdella p53 nei campioni irradiati (B)
rispetto ai campioni di controllo (A). Nelle steslsgee, l'intensita delle bande relative ai
campioni co-trattati con PFd-e radiazioni (C) subisce una diminuzione. Nelleed
AT28RM e AT97RM in seguito ad irradiazione (B), n@i osserva un aumento
nell'induzione della proteina p53 rispetto ai valdircontrollo (A). In queste stesse linee, nei
campioni co-trattati con PFd-e radiazioni (C), l'intensita delle bande rimamariata
rispetto a quelle dei campioni solo irradiati (B).

In nessuna linea cellulare analizzata si osserdazione della proteina RAD51 in
seqguito ad irradiazione (B). L’intensita delle barrdlative ai campioni co-trattati con PEkT-
e radiazioni (C) rimane inalterata rispetto a cuelei campioni solamente irradiati (B), in
tutte le linee analizzate.

Invece, i risultati di p5%™°

mostrano un aumento della sua espressione dopo il
trattamento con i raggi X (B) e una riduzione ddpeoattamento con raggi X e PRI{C) in
tutte le linee cellulari eccetto che nella AT97RMvd non e stato osservato alcun

cambiamento nell’espressione di P53

Western Blotting in AT cell linesJ

FLEBV AT21RM AT28RM AT97RM

pssser15
S — ———_— —— T — — 0%

— —— — — G WD cm— e Sn— —— o— v— (-tubulina

A B (o] A B C A B C A B (o]
A=K
B=3Gy
C =3 Gy+PFT-a

Figura 35: Analisi tramite Western blotting dell'espressione di p53, p5%™°e RAD51 in
linee cellulari AT.
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8.2 Risultati linfociti umani

8.2.1Progressione del ciclo cellulare in cellule marcaten BrdUrd dopo irradiazione in

presenza o assenza di PRA -

La progressione del ciclo cellulare é stata efégtturamite un pulse di BrdUrd (Figura
36). Mediante questo metodo le metafasi marcatel@ddrdUrd rappresentano la fase S,
mentre quelle non marcate la fase G2. La frequenzaetafasi positive all'incorporazione
della BrdUrd é stata determinata a 2, 4, 6, 8, 112 eéh dopo l'irradiazione. Le metafasi
positive alla BrdUrd non appaiono prima del tempeoedupero di 6 h dopo I'esposizione dei
linfociti ai raggi X. In particolare, tra le 6 hle 12 h, la percentuale delle metafasi positive
per l'incorporazione della BrdUrd € maggiore neimpéone di controllo e nel campione
trattato con la sola PFd-rispetto alla percentuale di cellule nei campiomaidiati sia con che
senza PFa. Inoltre, la PFTa non altera la progressione del ciclo cellularepéacentuale
delle metafasi positive osservate nel campiongéateaton i raggi X (range da 9.7% a 6 h a
80.7% a 12 h) ed in quello con i raggi X e Pé&{range da 2.2% a 6 h a 84.0% a 12so)ho

simili.

8.2.2 Apoptosi indotta dai raggi X nella fase G2 in pmwa o assenza di PFar- in cellule

marcate con BrdUrd

Lo studio dell’apoptosi indotta dai raggi X nellasé G2 del ciclo cellulare in
presenza/assenza di PBETtramite un pulse di BrdUrd e mostrata nella Fig@@a La
frequenza di cellule apoptotiche e stata determina2, 4, 6, 8 e 10 h dopo l'irradiazione. |
risultati mostrano un aumento nella percentualeceliule negative alla BrdUrd, che
rappresentano le cellule nella fase G2, sia nelpgame trattato solo con i raggi X che nel
campione trattato con i raggi X e la PBETal tempo di 4 h dopo l'irradiazione. Questo
aumento & statisticamente significatiyé-fest, p<0.01) rispetto ai campioni sia di controllo
che in quello trattato con la sola PETNei successivi tempi di recupe(6, 8, 10 h) & stata
riscontrata una diminuzione di cellule apoptoticime entrambi i campioni. Inoltre la
percentuale di cellule apoptotiche positive alldd, rappresentanti la fase S, € compresa in
un range tra 0% e 1% e in range tra I'1% e il 6% la e ai successivi tempi di recupero,

rispettivamente.
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8.2.3Aberrazioni cromosomiche indotte dai raggi X in G2 presenza/assenza di PF&-

La frequenza di aberrazioni cromosomiche nei linfacadiati in G2 sia in presenza
che in assenza di PRI-sono mostrati nella Tabella 3. A tutti i tempi r@éicupero dopo
lirradiazione e stata osservata una induziondassizamente significativa (Studenttgtest,
p<0.01) di rotture cromatidiche. La frequenza ditud cromatidiche € alta a 1 h dopo
l'irradiazione, decresce leggermente ai tempi dupero di 2 h e 4 h e si riduce fortemente a
6 h dopo lirradiazione. A tutti i tempi di recupenon c’e differenza tra i campioni solo

irradiati e quelli irradiati e trattati con PFX.-
8.2.4 Espressione di p53 dopo l'irradiazione in preserzassenza di PFlx

L’espressione della proteina p53 nei linfociti diai in presenza o assenza di P& é-
stata valutata tramite analisi citofluorimetricdanalisi € stata effettuata a vari tempi di
recupero (2, 4, 6 h) incentrati intorno allaumel@ll’'induzione di apoptosi. Non e stata

rilevata I'espressione della proteina p53 a nessmpo di recupero (Figura 38).
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Figura 36: Grafico della cinetica cellulare ai varitempi di recupero dall’irradiazione, in
presenza e assenza di PFd: le barre rappresentano I'errore standard (+ SD).
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N°Metaph. Treatment R \ Chromatid /100 cells
Analysed ecovery % Abnormal
time cells+SE  X?p Gaps Bks. Exch. tp
300 k 1h 1,7+0,8 2,0+1,1 0 0
300 PFT-a 1h 1,3+0,6 2,3+1,2 0 0
300 0,5 Gy 1h 71,3+2,6 * 2,6+1,4 172,6+5,7 0 *
300 0,5 Gy + PFT-a 1h 73+1,7 9,0+3,7 162,6+6,4 0
300 k 2h 1,6+0,8 2,0+1,1 0 0
300 PFT-a 2h 1,0+1,0 1,3+1,3 0 0
300 0,5 Gy 2h 76,6+2,0 * 0 115,6+5,8 0 *
300 0,5 Gy + PFT-a 2h 75,0+2,0 4,6+0,6 114,3+3,1 1,3+1,3
300 k 4h 1,6+0,3 2,3+0,3 0 0
300 PFT-a 4h 1,7+0,8 5,0+2,8 0 0
300 0,5 Gy 4h 69,6+1,4 * 5,0+2,8 103,0+4,6 0 *
300 0,5 Gy + PFT-a 4h 67,6+2,0 4,0+1,1 108,0+4,6 0
300 k 6h 2,6+0,6 3,6+0,3 0 0
300 PFT-a 6h 6,3+1,8 6,6+1,6 0,3+0,3 0
300 0,5 Gy 6h 38,6+1,7 * 5,3+1,7 26,6+2,0 0,3+0,3 *
300 0,5 Gy + PFT-a 6h 43,0+1,5 5,6+1,2 32,0+1,7 0,6+0,3

Tabella 3: Frequenza delle aberrazioni cromosomichimdotte dai raggi X (0.5 Gy) nei

linfociti umani in G2, in presenza e assenza di PF@, a vari tempi di fissaggio dopo
l'irradiazione; * Student’s t-test, p<0.01.
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Figura 37: Grafico dell'induzione di apoptosi ai vai tempi di recupero dall'irradiazione,
in presenza e assenza di PF&: le barre rappresentano I'errore standard (+ SD); * x*-
test, p<0.01.
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Figura 38: Analisi dell'espressione della proteing53 dopo irradiazione in presenza e
assenza di PFTa; le barre rappresentano l'errore standard (+SD).

8.3 Risultati fibroblasti umani primari

| risultati osservati sono di seguito riportati:
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Esperimenti preliminari (non mostrati) sono seraitcegliere la dose di 3Gy di raggi
X da utilizzare nei successivi trattamenti e perdddinizione del protocollo sperimentale.
Pertanto, si & approfondita I'analisi citogenetiedie cellule irradiate in fase G1, utilizzando
un’unica dose di raggi X pari a 3Gy, e fissandol@aa tempi collocati intorno a due momenti
fondamentali, quali 24 e 48 ore che corrispond@on, buona approssimazione, al momento
della prima e della seconda divisione cellularpaisvamente. In Tabella 4 sono riportati |
risultati di queste analisi. In generale, si osaarw’induzione di rotture cromosomiche, B”, a
tutti i tempi di recupero dall'irradiazione con tagX, rispetto ai controlli non irradiati e la
frequenza dei dicentrici ha un andamento pressoa$tante nei diversi campioni irradiati e ai
differenti tempi di recupero. Si osserva una faithuzione dell'indice mitotico in tutti i
campioni trattati con raggi X.

Trattamento lj:llnlil:“ Acniltl(:nlili B" Dicentrici Ring
K24 h 80 20 9 0 0
K32h 87 13 7 0 0
K44 h 89 11 9 2 0
K48 h 95 5 3 0 0
K52 h 90 10 1 1 0

36y 24 h 5 95 295 55 23
36y 32 h 10 90 101 89 13
36y 44 h 7 93 187 69 8
36y 48 h 1 99 214 86 10
36y 52 h 14 86 231 68 9

Tabella 4: Induzione di aberrazioni cromosomiche nigfibroblasti irradiati in G1 e fissati
a vari tempi di recupero dall’irradiazione.

Tramite I'analisi citofluorimetrica é stato studiadtandamento del ciclo cellulare dei
fibroblasti irradiati in G1 e fissati ai tempi digupero di 24 h e 48 h. | risultati ottenuti a 24 h
indicano un normale andamento del ciclo alle dodi @ 2 Gy e la presenza di un arresto del
ciclo cellulare nella fase G2/M alla dose di 3 Gyatliazione. Contrariamente alle 48 h di

recupero si osserva un normale profilo del ciclingervallo di dosi utilizzato. Tuttavia,
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da notare un aumento della percentuale delle eellulfase G1 e una diminuzione delle

cellule in fase S del ciclo cellulare, rispettacampioni analizzati alle 24 h (Figura 39).
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Figura 39: Analisi del ciclo cellulare nei fibroblasti irradiati in G1 e fissati ai tempi di
recupero di 24 h e 48 h.

Per quanto riguarda I'espressione della proteirgan@le cellule esposte alla dose di 3
Gy di raggi X, I'analisi citofluorimetrica mostrdne ai tempi precoci di recupero di 2,4 e 8 h
dall'irradiazione non si ha un aumento dell’espie@ss della suddetta proteina (Figura 40). Al

contrario, ai tempi tardivi di 24, 32, 48 h si asseun discreto aumento dell’espressione di

p53 rispetto al campione fissato a 0 h (Figura 41).
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Figura 40: Analisi citofluorimetrica dell’espressione della proteina p53 effettuata a O h
(blu), 2 h (rossa), 4 h (verde), 8 h (giallo) dalfradiazione (3 Gy), in fibroblasti umani
primari.
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Figura 41: Analisi citofluorimetrica dell’espressiane della proteina p53 a 0 h (rosso), 24
h (verde), 32 h (blu), 48 h (giallo) dallirradiazone (3 Gy), in fibroblasti umani primari.

La morte cellulare per apoptosi € stata analizta@mite un approccio citologico
basato sulla valutazione della morfologia cellularediante fluorescenza ed uno molecolare
che consente 'osservazione della formazione @enfinenti di DNA ad alto peso molecolare,
mediante elettroforesi su gel di agarosio in carpptsato (PFGE). | dati ottenuti, con
entrambi i metodi di valutazione, sia a tempi bryi4, 8 h) sia quelli piu tardivi (24, 32, 48,

72, 96 h) dall'irradiazione mostrano lI'assenza gdogosi nei fibroblasti irradiati in G1

(Tabella 5, Figura 42).
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Cellule

Trattamento normali Necrosi Apoptosi

K2h 83% 17% 0%
K4h 92% 8% 0%
K8h 85% 15% 0%
K24 h 76% 21% 3%
K32h 78% 21% 1%
K48 h 86% 14% 0%

oy 2h o 1o O%

36y 4 h 80% 20% 0%

36y 8 h 80,3% 19,4% 0,3%

36y 24 h 78% 18% 4%

36y 32 h 76,4% 20,1% 3,5%

36y 48 h 87.,2% 8,5% 4,3%

Tabella 5: Percentuale di apoptosi nei fibroblastirradiati in G1 e fissati a vari tempi di
recupero.
54 h 48 h 72h 96 h
K-1Gy-2Gy-3Gy K-16y-2Gy-3Gy K-1Gy-2Gy-3Gy K-1Gy-2Gy-3Gy

Figura 42: Analisi della formazione dei frammenti d DNA ad alto peso molecolare
tramite PFGE nei fibroblasti irradiati in G1 e fissati a vari tempi di recupero.
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8.4 Risultati linee cellulari di hamster Cinese

Sono di seguito riportati i risultati dell’analigiellinduzione dell'istone H2AX
fosforilato (y-H2AX) da parte di diversi agenti sia chimici chsidi che differiscono per il
tipo di danno indotto al DNA, allo scopo di metténerelazione il tipo di danno indotto dai
diversi agenti, la sua segnalazione e la sua coeség riparazione con il fine di determinare
il coinvolgimento dell'istone H2AX nelle varie fashe portano alla risoluzione del danno al
DNA.

Tale analisi € stata effettuata in due linee patecogllulari di hamster cinese, le AA8 e
le V79. Le AAS8 sono state usate inizialmente pettene a punto la tecnica; successivamente
abbiamo utilizzato la linea V79 poiché é subenttasigenza di avere una linea cellulare
sincrona e quindi piu stabile in condizioni di doehza. Abbiamo analizzato diversi agenti
che inducono danno al DNA sia S-dipendenti chediandenti e tutti sono stati esaminati
un’ora dopo il trattamento.

Per quanto riguarda ogni singolo agente abbiamatatal il suo effetto nella
formazione dei focy-H2AX. | singoli risultati sono qui di seguito eleati.

Nella Figura 43 e Figura 44 e riportato |'effettei daggi X in cui possiamo osservare
una induzione dose-dipendente dei fp€l2AX presenti in tutte le cellule; tale dato camfa
guanto presente in letteratura; I'analisi e stéfetteata sia con 'ausilio del software specifico
(Focicounter), sia occhiometrica dividendo le dellpositive in diverse classi in base al
numero di fociy-H2AX presenti (0-5, circa 10, circa 20, circa 309; cellule che non
presentavano focj-H2AX sono state riportate come negative; nellauFag43 € riportata
l'analisi dell’effetto dei raggi X effettuata trataiil software Focicounter, mentre l'analisi
occhiometrica e riportata nella Figura 44.

Per quanto riguarda i raggi UV dopo un’ora dallitiazione non é stato possibile
analizzarne l'effetto dato I'aspetto particolardleleellule in interfase che presentano tanti
foci molto piccoli e quindi non contabili (Figurd}

Gli enzimi di restrizione (Figura 46) hanno un #ffedose-dipendente sull’induzione
dei foci diy-H2AX; tale effetto € minore rispetto ai raggi X termini sia di numero di foci
per cellula sia di cellulg-H2AX positive.

L’effetto del VP16 sull'induzione dei foci drH2AX e dose-dipendente (Figura 47)
con la maggior parte delle cellule positive comereslla classe con un numero di fgei
H2AX tra 0-5.
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La CPT induce foci-H2AX; tuttavia il suo effetto non & chiaro poichén vi € una
chiara relazione con la dose se si considera &selaon un numero di foci tra 0-5 mentre e
possibile osservare un andamento dose dipendesieceasidera la classe con un numero di
foci di circa 10 (Figura 48).

Nei grafici inoltre sono menzionate le cellule déetverdi” dove non erano rilevabili
dei fociy-H2AX distinti e discreti, ma presentavano appunta fluorescenza verde uniforme
e diffusa; queste cellule corrispondono alla peeae di cellule apoptotiche in quanto,
confrontandole con la colorazione col DAPI, avevéadipica morfologia apoptotica con i
nuclei condensati e i corpi apoptotici del nucleorfmentato.

Il confronto dell’effetto dei vari agenti nell'indione dei fociy-H2AX e illustrato
nella Figura 49 e Figura 50. Nella Figura 49, pgmiagente, le cellule sono state suddivise
solo in negative e positive ai fogiH2AX. In tale grafico notiamo che solo nel tratimo
con i raggi X tutte le cellule risultano positiveidte le dosi analizzate, sebbene non sia piu
evidente la risposta dose effetto. Nella Figuralé@ellule sono divise in negative e nelle

diverse classi di positivita ai fogiH2AX.
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Figura 43: Induzione dei fociy-H2AX dopo diverse dosi di raggi X con lettura tranite
Focicounter.
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Figura 44: Induzione dei fociy-H2AX dopo diverse dosi di raggi X con lettura
occhiometrica.

Figura 45: A sinistra immagine dei fociy-H2AX in cellule esposte ai raggi X e a destra
immagine dei fociy-H2AX in cellule irradiate con gli UV.
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Figura 46: Induzione dei fociy-H2AX dopo trattamento con enzimi di restrizione.
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Figura 47: Induzione dei fociy-H2AX dopo trattamento con VP16.
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Figura 48: Induzione dei fociy-H2AX dopo trattamento con CPT.
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Figura 49: Confronto tra i vari agenti in termini d i percentuale di cellule
positive/negative ai focy-H2AX.
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Induzione foci H2AX
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Figura 50: Confronto tra i vari agenti nell'induzio ne dei fociy-H2AX. Le cellule positive
sono state suddivise in diverse classi in base almero di foci y-H2AX presenti.

137




CAPITOLO 9: DISCUSSIONE

9.1 Linee cellulari di Ataxia Telangiesctasia

Dai risultati ottenuti in studi precedenti e riasgunel capitolo dei risultati imaneva da
stabilire quale, o quali siano i meccanismi con suiverificava la stimolazione della
riparazione delle DSBs e verso quali “target” slitizzava I'attivita della PFk, nelle linee
cellulari linfoblastoidi di AT, oggetto dell'analis

Lo studio “step by step” dell’induzione e delladizzazione di proteine coinvolte nei
due processi di riparazione delle DSBs, 'HR e HEN, in presenza di PRI pensiamo sia
I'approccio adatto per svelare questo interrogativo

In questa tesi ci siamo quindi occupati di esanginamduzione dell’espressione delle
proteine p53, p538™° e RAD51, questa ultima direttamente coinvolta angathway di
riparazione per ricombinazione omologa. | livelliespressione sono stati analizzati tramite
western blotting dopo lI'esposizione ai raggi X negenza ed in assenza di Pidelle linee
linfoblastoidi di AT (Figura 35).

L’induzione dell'espressione della proteina p53 mampioni irradiati e la sua
inibizione da parte della PRI-€ confermata dai risultati del western blottindfasto per la
linea wild-type e per la linea AT21RM. In questeedinee percio 'aumento sia del mean tail
moment sia delle aberrazioni per cellula (dati raite dagli studi precedenti) pud essere
correlato con l'effetto inibitorio della PFd-sulla p53. Nella linea AT28RM non si riscontra,
tramite western blotting, attivazione di p53 dopadiazione, ma 'aumento sia del mean talil
moment sia delle aberrazioni per cellula (datiraitedagli studi precedenti) riscontrato nei
campioni co-trattati con PFdsuggerisce che, in qualche modo, l'interventoadp83 venga
modulato dalla PFT+ anche in questa linea. Invece, la mancata atowazidella p53 in
seguito ad irradiazione nella linea AT97RM, osstrvaediante western blotting, sembra
sostenere la nostra ipotesi che spiega il mandggticeinibitorio della PFTa sulla p53 con la
mancata induzione della proteina stessa. Per quesa abbiamo supposto un “target
alternativo” per la PFTxin assenza di espressione di p53.

| risultati di p53°*°> che mostrano un aumento della sua espressione idop
trattamento con i raggi X e una riduzione dopaattamento con raggi X e PRI in tutte le

linee cellulari eccetto che nella AT97RM dove norstato osservato alcun cambiamento
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nell’espressione di p5%' confermano quanto gid supposto in seguito allisina
dell’'espressione di p53.

RAD51 é una proteina direttamente coinvolta nelithway di riparazione per
ricombinazione omologa. Essa agisce legandosi stgienze di omologia presenti nella
sequenza di DNA favorendo I'appaiamento dei filathdarante il processo riparativo. Dai
risultati ottenuti tramite western blotting non p@eno concludere che la PkTmoduli
I'espressione di questa proteina poiché non abbiastontrato differenze nei profili delle
bande di espressione di RAD51 in seguito ad ireagiee e co-trattamento con PleTin
nessuna delle linee analizzate. Tuttavia, nel d¢asoui avessimo trovato una differenza
nell’espressione di RAD51 nei nostri campioni dapadiazione o co-trattamento con PE;T-

il risultato doveva essere integrato con uno stadimduzione di foci di questa proteina, per
essere sicuri che la ri-localizzazione di RAD51enwa effettivamente ai siti di riparazione.

Inoltre, uno studio concernente I'espressione digine condotto su linee asincrone
rende difficile distinguere in quale fase del cidellulare avvenga l'espressione di una
proteina.

9.2 Linfociti umani

L’analisi della proliferazione cellulare effettuatai linfociti umani irradiati nella fase
G2 conferma come la radiazione ionizzante ralléatprogressione del ciclo cellulare in
seqguito all’arresto dello stesso. Per quanto carecéeffetto del trattamento con l'inibitore
della proteina p53, PFdi; non si osservano differenze tra la sua presenassenza nella
proliferazione cellulare (Figura 36). Possiamo duiooncludere che questo inibitore non
influenzi il ciclo cellulare e la proteina p53 nabbia un ruolo nel mediare l'arresto in fase
G2 in tale sistema sperimentale. Cio € in accoaiola proposta di diverse e sovrapponibili
vie sia p53-dipendenti sia indipendenti che regolantransizione G2/M in risposta agli stress
genotossici (Taylor and Stark, 2001). Questo @alha consentito di analizzare I'induzione
di apoptosi, delle aberrazioni cromosomiche e Fesgione della proteina p53 ai medesimi
tempi di recupero sia nei campioni trattati coaggi X sia nei campioni non trattati.

L’'analisi dell'apoptosi indotta dai raggi X mostran aumento statisticamente
significativo delle cellule apoptotiche negativdaaBrdUrd solo a 4 h dall'irradiazione
(Figura 37). L'apoptosi, definita dalla sua tipicgorfologia con il nucleo o condensato o
frammentato (Wyllie et al. 1980; Hewitson and DarB910) pud essere attribuita solo alla

fase G2 proprio tramite 'uso del pulse di marcataon BrdUrd. E’ da sottolineare che le
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cellule in G1 eventualmente presenti non entran@ragramma apoptotico prima delle 12-
24 h dopo il trattamento genotossico (Carloni e80D1; Bassi et al. 2003). Inoltre, sia nei
campioni trattati con i soli raggi X sia in qudHattati con raggi X e PF@-si osserva circa la
stessa percentuale di induzione di apoptosi. Quiadiresenza della PRI non influenza la
percentuale di cellule apoptotiche. Questi dati gsuigcono una via apoptotica p53-
indipendente che agisce in G2 a tempi brevi dglbsgione alle radiazioni ionizzanti.
L’analisi citofluorimetrica conferma tale risultafmiché non ha rilevato I'espressione della
proteina p53 a tempi brevi dall'irradiazione (Figu8).

L’'analisi delle aberrazioni cromosomiche indot&la fase G2 mostra un leggero
aumento delle rotture cromatidiche ai tempi di psgo di 2 e 4 h dopo l'irradiazione, mentre
alle 6 h si osserva una forte riduzione; inoltré,té i tempi di recupero (1, 2, 4, 6 h) non si e
riscontrata una differenza di induzione delle nattaromatidiche tra i campioni trattati con i
soli raggi X e quelli trattati con raggi X e PEiT¢Tabella 3. Quindi, la presenza della PFir-
non influenza linduzione del danno cromosomico @ fbrte riduzione delle rotture
cromatidiche osservata a 6 h dopo lirradiazione pmssere correlata con l'aumento
statisticamente significativo delle cellule apojio¢ in G2 osservato a 4 h dopo I'esposizione
ai raggi X sia in presenza sia in assenza di 8FDifferentemente, sia Bassi e collaboratori
(2002) sia Meschini e collaboratori (2010) hannopasto che la soppressione della p53 puo
incrementare il rischio di accumulo dell'instaldlit genomica come conseguenza
dell'inibizione del processo apoptotico. Nei linfibdrradiati in G2 non é stata riscontrata,
invece, alcuna correlazione tra I'inibizione dgdkgotosi tramite PFTx e il contemporaneo
aumento delle aberrazioni cromatidiche, confermanglo tale sistema sperimentale,
'indipendenza dall’azione della proteina p53 deil@ apoptotica che agisce in G2.

Schwartz e Jordan (1997) hanno suggerito che l@gotha un ruolo selettivo
nell'eliminazione delle cellule che contengono ahzoni di tipo instabile nei linfociti umani
in fase GO. Successivamente, Bassi e collaboré263) e Belloni e collaboratori (2005)
hanno dimostrato, sempre in linfociti umani irrddien GO, che la via apoptotica p53-
dipendente elimina preferenzialmente le cellule ¢uetano aberrazioni cromosomiche
instabili quali i dicentrici. Al contrario, nei [fociti irradiati in G2, a tempi brevi dopo
esposizione alle radiazioni, I'apoptosi € p53-iredigente e non si riscontra induzione di
aberrazioni instabili come gli scambi cromatidigiesto dato pud sembrare in contrasto con
guanto precedentemente ottenuto nei linfociti umiamdiati in GO. Tuttavia, possiamo
suggerire che la mancanza di induzione di scamdmnatidici nelle metafasi analizzate porti

all'attivazione della via indipendente da p53. Quesultati confermano ulteriormente, anche
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se in via indiretta, che la via p53-dipendente &vata dalla presenza del cromosoma
dicentrico. Infatti, in una recente pubblicazioBel{oni et al. 2008) é stato dimostrato che nei
linfociti in GO il tipo di danno cromosomico inflaga I'induzione dell’apoptosi, fornendo

un’evidenza sperimentale diretta di come le celkele contengono cromosomi dicentrici
siano eliminate per apoptosi.

Poiché le aberrazioni cromosomiche sono causaterma o nella riparazione del
danno al DNA o durante la replicazione dello ste$aqoroteina p53 potrebbe contribuire
all’efficienza e alla fedelta di uno o entrambirbpessi. Nel corso dell’'ultimo decennio, in
letteratura € comparsa una vasta mole di dati coeng il ruolo di p53 nella riparazione del
danno al DNA. In particolare, alcune evidenze spentali suggeriscono un suo ruolo diretto
nel controllo della fedelta sia del’HR sia del NHEal fine di assicurare la riparazione del
DNA. Tuttavia, 'osservazione della medesima frequeedi aberrazioni cromatidiche indotte
sia nei campioni trattati con i soli raggi X siaquelli trattati con raggi X e PFd@i-suggerisce
che nei linfociti umani irradiati in G2 la proteiqd3 non giochi un ruolo nella riparazione
delle DSBs. Differentemente, risultati preceden@\ano suggerito come l'inibizione della
p53 tramite PFT& influenzasse la cinetica di riparazione delledesial DNA indotte dai
raggi X nella fase GO/G1 del ciclo cellulare neifdiciti umani portando ad eventi di mis-
riparazione e di conseguenza ad un incremento aehal citogenetico in queste cellule
(Meschini et al. 2010). Quindi, dall'insieme detida possibile speculare che la proteina p53
sia coinvolta principalmente nel NHEJ, I'unico pesso presente nella fase GO/G1, piuttosto
che in risposta al danno al DNA indotto nella f&szdel ciclo cellulare.

Concludendo, & noto che la risposta cellulare ahdaal DNA richiede una stretta
coordinazione tra il controllo del ciclo cellulata, riparazione del danno al DNA e la morte
cellulare per apoptosi. Conseguentemente, la faae citlo cellulare in cui avviene
'esposizione ai raggi X e il trattamento con Ibitore chimico della p53, quale la PT-

gioca un ruolo fondamentale nel determinare lzostpcellulare.

9.3 Fibroblasti umani primari

Il danneggiamento indotto al DNA nucleare dalleiaaibni ionizzanti, cosi come da
altri agenti genotossici, influenza il manifestadsivari tipi di risposta, tra cui, riparazione,
arresto del ciclo e morte cellulare programmataalizzati al mantenimento dell’integrita

genomica. Ciascuno di questi eventi mostra una fdifiendenza dalla fase del ciclo in cui si
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trova la cellula al momento dell’'esposizione, datndizioni ambientali, dalla consistenza
del danno e dalla radiosensibilita del particokistema cellulare preso in esame.

Le radiazioni ionizzanti sono dei forti agenti ¢tageni che nelle cellule esposte
causano rotture nei cromosomi che risultano conegrabioni citogenetiche (Natarajan and
Obe, 1978, 1984; Goodhead, 1994).

Quando queste rotture sono impropriamente riparaggando due o piu cromosomi
danneggiati interagiscono per risolverle possongir@rsi aberrazioni stabili (traslocazioni,
inversioni) o instabili (dicentrici, ring e frammigacentrici). Le aberrazioni instabili, di cui il
dicentrico € il tipo di aberrazione piu rappreséwéa si configurano come aberrazioni letali
per la cellula (Bauchinger et al. 1986) a causapdeblemi meccanici che si verificano al
momento della divisione cellulare. In questa oftinauno studio é stato proposto il possibile
ruolo dell’apoptosi come processo di salvaguardilictegrita genomica finalizzato alla
selettiva eliminazione delle cellule che portaneradzioni cromosomiche instabili, come
dicentrici, ring e frammenti cromosomici rispettteacellule con aberrazioni stabili come le
traslocazioni bilanciate (Schwartz and Jordan, 1997

Precedenti studi condotti nel laboratorio di Citoggca Molecolare e Mutagenesi
(DABAC, Universita della Tuscia) indicano che nanfdciti umani irradiati in GO e
immediatamente stimolati a proliferare, le celldeenti cromosomi dicentrici muoiono
mediante apoptosi con un meccanismo p53/surviviipendente nella fase G2/M (Bassi et al.
2003). Quindi, l'analisi delle aberrazioni cromosohe e dell'induzione della morte
programmata, indica I'esistenza di una relazioad ticentrici e I'apoptosi, suggerendo che
'apoptosi € il processo di eliminazione selettev@referenziale delle cellule che presentano
guesto tipo di aberrazione rispetto alle celluletataci di traslocazioni stabili. Sempre nei
linfociti umani irradiati in GO e lasciati in stagroliferativa, le cellule portatrici di dicentrici
muoiono nella fase GO del ciclo cellulare raggiumdgeun picco massimo di apoptosi 48 ore
dopo l'esposizione alla radiazione, seguendo uncamesmo apoptotico p53 dipendente
(Belloni et al. 2005). Quindi, il danno indotto @ealradiazione puo essere sottostimato a
seconda del tempo che intercorre tra il momentd’edpbsizione e l'induzione alla
proliferazione. La conferma che I'apoptosi rimudeeellule contenenti cromosomi dicentrici
nei linfociti umani di sangue periferico € venutauh ulteriore lavoro sperimentale condotto
nel laboratorio di Citogenetica Molecolare e Mutaeg (DABAC, Universita della Tuscia)
(Belloni et al. 2008). | risultati hanno dimostratthe la maggior parte delle cellule
apoptotiche, una volta indotte alla condensaziogrenptura dei cromosomi tramite la tecnica

del PCC (Premature Chromosome Condensation), cevdan cromosomi dicentrici rilevati
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per mezzo della tecnica del bandeggio cromosomiitipa C. Questi risultati dimostrano che
nel suddetto sistema cellulare e nelle condizigerimentali utilizzate, il tipo di danno
cromosomico influenza I'induzione della morte cldle programmata e fornisce un’evidenza
diretta del fatto che le cellule contenenti cromosdicentrici sono di preferenza eliminate
mediante morte apoptotica.

Nonostante le recenti evidenze sperimentali, 'guda sulla relazione tra il danno al
DNA e l'induzione del programma apoptotico necessit studi e chiarimenti ulteriori. In
particolare e da porre l'attenzione sul’'andamembd tempo della presenza del cromosoma
dicentrico che si giustifica con gli importanti ulgati sopra citati circa il ruolo di tale
aberrazione come induttore primario del programinmaatte cellulare, per verificare se anche
in altri sistemi cellulari la relazione si mantiemee invece, entrano in gioco altri meccanismi
di mantenimento della stabilita genomica essendta giiu volte ribadita la radiosensibilita
variabile dei vari tipi cellulari, e nel contestoabni categoria istologica, la diversa risposta
delle varie linee cellulari considerate.

A tale scopo in questo lavoro sperimentale & statmdotto uno studio preliminare
della relazione tra le aberrazioni cromosomicheaemiorte cellulare radioindotte nei
fibroblasti umani primari normali. | fibroblastinfatti, costituiscono una linea cellulare di
interesse radiobiologico e clinico nel momentouns considerano le implicazioni del danno
genetico in ambito radioterapico oltre che in quelklla normale esposizione ambientale.

Il sistema cellulare dei fibroblasti, da noi scgtier tale lavoro, fornisce la possibilita
di comparare i risultati ottenuti con quelli giasdgtti nel sistema linfocitario poiché sono
cellule umane normali, non immortalizzate, e si pfrattare la confluenza, in cui la crescita
si arresta per il fenomeno di inibizione da countgter mimare la fase GO del ciclo cellulare.

L’esposizione dei fibroblasti umani primari allasgodi 3 Gy di raggi X € stata
selezionata sulla base di un primo esperimentaira® sulla costruzione di una curva dose
effetto per la valutazione della frequenza del danitogenetico radioindotto. Le cellule
hanno risposto al crescere della dose di radiazamme un corrispondente aumento nella
frequenza delle aberrazioni cromosomiche. Inokit dose di 3 Gy il danno citogenetico
riscontrato e paragonabile a quello precedentenwteruto nei linfociti di sangue periferico
(Bassi et al. 2003) alla medesima dose di radi&ziba scelta del dosaggio era dettata anche
dalla necessita di indurre nel sistema cellulare stimolo di entita tale da determinare,
eventualmente, I'innesco del processo apoptotico.

Nella seconda serie di esperimenti volti a deteam@nl’andamento del danno

citogentico nel tempo i risultati ottenuti indicanma forte induzione di aberrazioni
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cromosomiche di tipo instabile quali i dicentridi eng. Le aberrazioni cromosomiche indotte
dalla radiazione si mantengono pressoché costahtempo come si evince dall’analisi dei
campioni ai vari tempi di recupero successivi ajpesizione ai raggi X (Tabella 4). Inoltre, si
osserva una forte riduzione dell'indice mitoticbassenza della colorazione differenziale dei
cromatidi fratelli (M1) in tutti i campioni irradtae a tutti i tempi di recupero analizzati. |
tempi di fissaggio analizzati sono collocati intora due momenti fondamentali, quali 24 e 48
ore che corrispondono, con buona approssimaziémepento della prima e della seconda
divisione cellulare rispettivamente. Sebbene I'emnalel tempo effettuata sia limitata, tali dati
suggeriscono un rallentamento della proliferazimedulare. | dati citogenetici sono in
accordo con quanto riportato da Nasonova e coléabor (2004) che hanno rilevato la
presenza di un forte blocco del ciclo cellulare filbroblasti umani primari in seguito
all’esposizione delle cellule a dosi comprese inntervallo tra 1-4 Gy di raggi X.

Mediante tecniche citofluorimetriche, lo studioldgbrogressione del ciclo cellulare é
stato condotto al momento della prima e secondaidne cellulare e alle dosi di 1, 2 e 3 Gy
di raggi X (Figura 39). | risultati ottenuti a 24 cdh recupero dall’irradiazione indicano un
normale andamento del ciclo alle dosi di 1 e 2 Ghka @resenza di un arresto del ciclo
cellulare nella fase G2/M alla dose di 3 Gy di addne. Numerose ricerche hanno
dimostrato che le radiazioni ionizzanti producomoauresto in questa fase del ciclo cellulare.
Contrariamente, alle 48 h di recupero dall’esposiei ai raggi X si osserva un normale
profilo del ciclo cellulare nell'intervallo di dositilizzato. Tuttavia, € da notare un aumento
della percentuale delle cellule in fase G1 e umairdizione delle cellule in fase S del ciclo
cellulare, rispetto ai campioni analizzati alle 41 dati citofluorimetrici insieme a quelli
citogenetici consentono di ipotizzare che dopordsito del ciclo in fase G2 le cellule
proseguano fino a raggiungere la prima divisiorkileee (M1), ma la progressione del ciclo
rallenti alla G1 successiva impedendo il raggiurggito di una seconda fase di divisione
cellulare (M2).

L’analisi citofluorimetrica ha, inoltre, confermatte le cellule si trovavano nella fase
G1 del ciclo cellulare in conseguenza del mantenimeello stato di confluenza al momento
del trattamento con le radiazioni ionizzanti. Data/rapposizione del profilo del ciclo delle
cellule confluenti con quello di cellule non irratk tripsinizzate immediatamente dopo la
fase d'irraggiamento e analizzate dopo 48h si wasema chiara ripresa del normale
andamento del ciclo cellulare.

Contemporaneamente all’analisi del ciclo e stafettefato lo studio dell'induzione

dell’'espressione della proteina p53, il “guardialted genoma”, da cui dipende I'attivazione
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dei processi di arresto del ciclo cellulare e dompsi. | risultati non hanno evidenziato
un’aumentata espressione della proteina ai tenawi 2, 4, 8 h) (Figura 40) dall'irradiazione
mentre si nota una discreta espressione nei temptapdivi (24, 32, 48 h) (Figura 41).
L’espressione della proteina p53 si verifica, quind coincidenza con l'arresto del ciclo
cellulare osservato ai medesimi tempi di recupero.

Lo scopo di questo lavoro sperimentale era quellstddiare la relazione tra le
aberrazioni cromosomiche e la morte cellulare nadimite nei fibroblasti umani primari. La
morte cellulare per apoptosi e stata analizzataiteaun approccio citologico basato sulla
valutazione della morfologia cellulare medianteofkscenza ed uno molecolare che consente
'osservazione della formazione dei frammenti di Dldd alto peso molecolare, mediante
elettroforesi su gel di agarosio in campo puls@m il primo metodo sono stati analizzati sia
i campioni a tempi brevi dall'irradiazione (2, 4h8 sia quelli a tempi piu tardivi (24, 32, 48
h) senza rilevare una sostanziale induzione ditagofpTabella 5, Figura 42). | dati ottenuti ai
tempi di 24 e 48 h confermano l'assenza di apopinsiaccordo con la valutazione
morfologica. L’'osservazione dei profili citofluoretrici del ciclo cellulare fornisce un’
ulteriore prova dell’'assenza di apoptosi non essemgibile il caratteristico picco ipodiploide
a nessuno dei due tempi di recupero. Nel tentadiveerificare se I'innesco del processo
apoptotico avvenisse piu tardivamente, con il sdoametodo, oltre ai campioni ai tempi di
24 e 48 h, sono stati analizzati anche campioterapi di 72 e 96 h dall'esposizione ai raggi
X. L'induzione di apoptosi non si riscontra neanehguesti tempi, sebbene sia possibile che
I'attivazione del processo, nel sistema cellulaneesame, sia ancora piu tardiva come
riportato in letteratura da Belyakov e collabora(th©99).

Concludendo, l'insieme dei dati suggerisce che viosia relazione tra I'innesco del
processo apoptotico e il danno citogenetico neoblasti umani primari nelle condizioni
sperimentali utilizzate. Tuttavia, € da tener pnéseche per poter confermare tale tesi |l
lavoro sperimentale fin qui svolto richiederebbessere ampliato, procedendo ad una analisi
che segua il comportamento del sistema cellulare periodi di tempo piu lunghi.
Comparando quanto ottenuto nei fibroblasti umamnari con i dati relativi ai linfociti umani
di sangue periferico si puo quindi affermare I'emiga di una differenza nella risposta
cellulare, in termini di relazione tra apoptosi beaazioni cromosomiche, in seguito
all’esposizione alle radiazioni ionizzanti.

Infatti, va tenuto conto di come i due sistemi welti siano profondamente diversi dal
punto di vista anatomico, istologico e funzionalali differenze si riflettono anche nei

rispettivi fenotipi neoplastici nei quali si ossarghe i tumori del sistema ematopoietico sono
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caratterizzati da specifici riarrangiamenti cromuogn, le traslocazioni come nel caso del
Linfoma di Burkit in cui la traslocazione cromosaaifonde il gene c-myc sul cromosoma
8024 con il locus di una delle catene R aei geni delle immunoglobuline sui cromosomi
14923, 2pl2 e 22ql1l; invece i tumori solidi risattamaggiormente associati ad eventi di
aneuploidia e mostrano quindi una estrema eterageper quel che riguarda le alterazioni
cromosomiche presenti. Questo fenomeno confermarlabilita nella correlazione tra danno

genetico e vitalita cellulare presente nei diveistiemi cellulari.

9.4 Linee cellulari di hamster Cinese

Questi studi preliminari ci hanno permesso di \aitil danno indotto da ogni singolo
agente in termini di induzione dei foci dell'istoRRAX fosforilato -H2AX).

L’analisi dell’effetto delle radiazioni ionizzantgia ampiamente trattato in letteratura,
conferma come queste siano I'agente che induceaggiar numero e soprattutto in tutte le
cellule i foci y-H2AX. Quindi tale agente é stato usato come cdotimositivo in tutti gli
esperimenti. Tuttavia dal confronto tra i risultdill’analisi tramite software Focicounter
(Figura 43) e occhiometrica I'induzione di una @dose effetto risulta piu chiara in tutte le
classi di induzione (0-5, circa 10, circa 20, ci@ in seguito alla lettura occhiometrica
(Figura 44). Differentemente, nel caso della lettaon Focicounter I'effetto di dipendenza
dalla dose si rileva solo se si considera la classeun numero di foci di circa 20. Inoltre, é
da notare la minore percentuale di cellule positivegnuna delle diverse classi di induzione
a tutte le dosi analizzate da attribuire alla kettdi un unico piano focale da parte del
software, mentre la lettura occhiometrica puo esséettuata dall’'operatore sui diversi piani.
Infine, il software rileva come negative solo lelde che non presentano alcun focus,
creando una sovrastima della percentuale dellaleglbsitive nella classe 0-5.

Sulla base di questo confronto tra i due sistenettlira, per gli altri agenti analizzati &
stata riportata solo la lettura occhiometrica.

Per quanto riguarda la radiazione ultravioletta létteratura sono presenti dati
contrastanti che riportano o come i foci dell'istgpH2AX si formino durante la fase S nelle
cellule irradiate con UV, suggerendo che il bloagella forca replicativa inneschi la
fosforilazione dellH2AX (Ward et al. 2001; Ward &t 2004) o, differentemente, un effetto
negativo sulla fosforilazione dellH2AX dopo l'irdéazione UV (Rogakou et al. 1998; Burma
et al. 2001; Limoli et al. 2002). | nostri risultathe mostrano un peculiare aspetto delle

cellule in cui il segnale pgrH2AX non € organizzato in foci distinti e discretiservato dopo
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1 ora dall’esposizione agli UV (Figura 45) potrebbssere spiegato con la transiente
decondensazione della cromatina causata dallaziadestessa (Smerdon et al. 1982). In tal
caso il segnale rilevato non e da correlare aksgmza di DSBs.

Per quanto riguarda lo studio degli enzimi di liggine, questi sono stati analizzati
poiché sia le rotture a doppio filamento sia lered@moni cromosomiche da essi indotte puo
essere presa come modello dell’azione delle ramhazionizzanti, sebbene la struttura
molecolare delle DSBs prodotte dagli enzimi diniegine e dalle radiazioni ionizzanti siano
differenti. Infatti, i risultati della nostra ansiimostrano come i foci dell’istongH2AX
aumentino allaumentare della dose utilizzata cosneverifica anche per la radiazione
ionizzante; tuttavia, differentemente dai raggi ngn in tutte le cellule e stato possibile
osservare il segnale per l'istopd12AX in quanto probabilmente gli enzimi non songsciti
a penetrare in maniera uniforme in tutte le cel(&dgura 46).

| risultati dell'analisi dell'effetto del VP16 e tia CPT sull'induzione dei foci dy-
H2AX non sono ben chiari (Figura 47, Figura 48¥atti, vari studi presenti in letteratura
dimostrano che i fog-H2AX possono essere indotti anche da diversi agaiici, sebbene
in tempi differenti. La differenza nel tempo di uimdone puo anche riflettere il differente
meccanismo per I'agente genotossico, essgtddAX specifico per le DSBs. Quindi, per gli
agenti che inducono immediatamente DSBs, comegi Pagi tempi in cui appaiono i fogj-
H2AX sono veloci, mentre per gli agenti che nonuiceho direttamente DSBs potrebbe
essere ritardati. Infatti, per questo gruppo dinéiggenotossici la generazione delle DSBs
potrebbe essere dovuta ai processi di riparazioakaoreplicazione del DNA danneggiato,
che pud spiegare il motivo per cui alcuni agentlugcono fociy-H2AX in maniera ciclo
dipendente (Furuta et al. 2003; Huang et al. 20@&¢cPhail et al. 2003; Ha et al. 2004;
Huang et al. 2004; Halicka et al. 2005; Zhou e2@06).

Questi studi preliminari, condotti tutti un’ora dopl trattamento, dovranno essere
messi in relazione con una cinetica di riparaziome puo permetterci di capire i tempi sia di
induzione che di riparazione del danno indotto dlgersi agenti genotossici. Inoltre, i vari
agenti potranno anche essere testati in linedtigdiégber i diversi meccanismi di riparazione al
fine di comprendere il coinvolgimento dell'istone2AX fosforilato nelle varie pathways
riparative.

Infine, per attribuire in maniera inequivocabiléoci y-H2AX alle DSBs & necessario
rilevarne linduzionein situ o su cromosomi condensati prematuramente (PCCu o s

cromosomi metafasici in concomitanza con la preselzotture cromosomiche.
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9.5 Conclusioni generali

In questa tesi di dottorato i diversi sensori debposta al danno al DNA quali ATM,
p53 e la variante istonica H2AX sono stati analizieavari e differenti sistemi cellulari di
mammifero come le linee linfoblastoidi di Ataxia ldegiectasia, i linfociti e i fibroblasti
umani primari e linee di hamster Cinese. Dall'insgedei dati possiamo concludere che la
risposta cellulare si diversifica a seconda dad tipllulare, della fase del ciclo in cui avviene
il danno al DNA, dell'agente utilizzato per la siuzione e della mutazione presente nel
gene difettivo. Da questo studio emerge quindi relneente I'importanza dello studio della
risposta cellulare e di come questa controllaadhikta genomica. Tutto cio ha una rilevanza
non solo nella ricerca di base ma anche nel carefle plotenziali terapie sia antitumorali sia

per le sindromi genetiche ad instabilita genomigeli I'Ataxia Telangiectasia.
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