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UN CASO DI SINDROME
MIELODISPLASTICA CON TRISOMIA
DEL CROMOSOMA 21 IN UNA
PAZIENTE CON MICRODELEZIONE
COSTITUZIONALE DEL CROMOSO-
MA 21@22

I. Caliendo,' R. Di Concilio,2 P. Danise,?
A. Guerriero," A. M. Aurino,'2

M. Amendolara,l G. D’Urzo,Z L. Luciano,4
M. Ingenito,1 G. Amendola’

!Laboratorio di Genetica Molecolare e
Citogenetica, *U.O.C Di Pediatria-TIN e
*U.0. di Diagnostica Ematologica,
Ospedale “Umberto I”, Nocera Inferiore
(SA), 'U.O.C di Ematologia, Universita
“Federico II”, (NA)

Introduzione. Numerosi studi hanno
dimostrato che le alterazioni cromoso-
miche e genomiche acquisite e costitu-
zionali che determinano I'attivazione di
oncogeni o l'aploinsufficienza di geni
onco-soppressori, sono alla base dei
meccanismi patogenetici del cancro. Il
riscontro frequente di trisomia del cro-
mosoma 21 nelle mielodisplasie (MDS) e
nelle leucemie mieloidi acute (AML) e
I’alta incidenza di leucemia acuta in sog-
getti con sindrome di Down suggerisco-
no che alcuni geni, tra i quali il
RUNX1/AML1, localizzati sul cromosoma
21 possano svolgere un particolare
ruolo nel processo di leucemogenesi e
dell’emopoiesi. Viene descritto il caso
clinico di una paziente con piastrinope-
nia sindromica, ritardo psicomotorio,
microcefalia e bassa statura che ha svi-
luppato una MDS all’eta di diciassette
anni. Le indagini eseguite, con tecniche
di citogenetica convenzionale e di cito-
genetica molecolare ci hanno permesso
di definire che la paziente & portatrice di
una microdelezione costituzionale a
carico del braccio lungo del cromosoa-
ma 21, che coinvolge il gene RUNXI, e
che le metafasi del clone displastico
sono caratterizzate dalla trisomia del
cromosoma 21.

Milano, 22-23 ottobre 2009

Materiali e metodi. Al momento della dia-
gnosi con le cellule del midollo osseo
della paziente sono state allestite coltu-
re a breve termine, mentre dal sangue
periferico sono state allestite colture a
72 ore stimolate con fitoemoagglutinina
(PHA). Le metafasi ottenute dalle colture
sono state sottoposte a bandeggio GTG
e il cariotipo & stato descritto secondo
I'ISCN (International System for Human
Cytogenetic Nomenclature 2005). La
sospensione di cellule fissate dell’aspira-
to midollare & stata utilizzata anche per
I'indagine FISH (Fluorescent In Situ Hy-
bridization) che & stata eseguita con
sonda locus specifica, LSI AML1/ETO
Dual Color, Dual Fusion translocation
probe (Abbott), per il gene ETO e
RUNX1. 11 DNA della paziente estratto dal
sangue periferico & stato analizzato
mediante la tecnica array-CGH (array-
Comparative Genomic Hybridization).
L’analisi e stata effettuata utilizzando il
kit Agilent Human Genom CGH Micro-
array 44B, costituito da vetrini conte-
nenti circa 43,000 sonde oligonucleotidi-
che con una risoluzione spaziale media
di circa 75kb.

Risultati finali. L'analisi di 20 metafasi,
ottenute dall’aspirato midollare della
paziente, ha evidenziato il seguente
cariotipo: 46,XX[14]/47,XX,+21[6], men-
tre dal sangue periferico sono state ana-
lizzate 20 metafasi tutte con normale
assetto cromosomico 46,XX. Con l'array-
CGH & stato dimostrato che nel DNA
della paziente € presente una microdele-
zione costituzionale de novo sul cromo-
soma 21. Tale delezione interstiziale & di
circa 4,4AMb (Megabasi) ed ha break-
points localizzati in 21q22.11 e in
21q22.12. La del(21)(q22.11q22.12) inclu-
de i seguenti geni malattia: MRAP,
IFNAR2, IFNGR2, KCNE2, KCNE1 e RUNX1.
L'indagine FISH ci ha permesso di discri-
minare due tipi di pattern di segnali nelle
cellule analizzate. Nel 60% di cellule
sono stati visualizzati due segnali in
rosso che corrispondono al gene E70 e
un solo segnale in verde che corrispon-
de al gene RUNXI; nel 40% di cellule,
invece, sono stati osservati due segnali
in rosso e due segnali in verde. Il primo
gruppo di cellule corrisponde a quelle

[Pediatric Reports 2009; 1:s1]

con cariotipo 46,XX ed & evidente un
solo segnale in verde perché un cromo-
soma 21 & deleto. Il secondo gruppo di
cellule corrisponde a quelle con carioti-
po 47,XX,+21 e, quindi, i due segnali in
verde sono determinati dalla trisomia
del cromosoma 21. Questi risultati della
FISH ci hanno permesso di stabilire
anche che il terzo cromosoma 21 non
presenta la delezione costituzionale
della paziente.

Conclusioni. Sono stati descritti recente-
mente altri tre casi clinici, con delezione
costituzionale della banda 21q22 e il
coinvolgimento del gene RUNX1I, caratte-
rizzati anch’essi da piastrinopenia sin-
dromica, ritardo psicomotorio e segni
dismorfici. Uno dei tre pazienti ha svi-
luppato una AML all’eta di sei anni. |
nostri risultati rafforzano, quindi, la teo-
ria che la trisomia del cromosoma 21 e il
gene RUNXI, insieme ad altri geni non
ancora identificati sul cromosoma 21,
possano svolgere un’importante funzio-
ne nello sviluppo della piastrinopenia e
della predisposizione a manifestare
MDS/AML.
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MOZ-CBP, UN RARO SOTTOTIPO DI
LAM M5B IN UN ADOLESCENTE

S. Serravalle, F. Melchionda, A. Astolfi,
V. Libri, R. Masetti, A. Pession

Oncologia ed Ematologia Pediatrica
“Lalla Seragnoli”, Policlinico Sant’Orsola-
Malpighi, Bologna

Introduzione. Le leucemie mieloidi acute
(LAM) con traslocazione cromosomica
t(8;16)(pl1;pl3) rappresentano un raro
sottotipo di LAM caratterizzato da pro-
gnosi sfavorevole. L’analisi della lettera-
tura indica che le LAM con t(8;16) costi-
tuiscono solo il 0.2-0.4% delle LAM de
novo, mentre la maggior parte dei casi
risulta essere secondaria a chemiotera-
pia precedentemente eseguita (t-LAM).
La traslocazione t(8;16) fonde il gene
MYST3/MOZ, localizzato sul cromosoma
8pl1, con il gene CBP/CREBBP sul cromo-
soma 16p13. Finora sono stati identificati
nei pazienti adulti ed adolescenti sette
varianti di trascritti di fusione MOZ-CBP!!
Entrambi i geni codificano per proteine
con attivita di acetiltrasferasi istoniche e
dal punto di vista molecolare questo riar-
rangiamento genera una proteina di
fusione MOZ-CBP che inibisce la trascri-
zione regolata da RUNX1I, portando ad un
blocco del differenziamento. In tutti i geni
di fusione di MOZ, la regione N-terminale
€ mantenuta mentre la regione C-termina-
le & sostituita con i partners di fusione,
quale CBP. Entrambi i geni della t(8;16)
sono coinvolti in altri riarrangiamenti
bilanciati rari, tutti associati a LAM con
prognosi infausta.” Nonostante lo scarso
numero di casi descritti finora in lettera-
tura, le LAM con t(8;16) possono essere
classificate come un’entita distinta con
uno specifico profilo clinico, citomorfolo-
gico e genetico.”Qui riportiamo il caso di
una ragazza di 10 anni affetta da LAM
M5b de novo con t(8;16) quale unica ano-
malia cromosomica.

Materiali e metodi. L'analisi citogenetica &
stata effettuata secondo le tecniche stan-
dard per il bandeggio-G su cellule del
midollo osseo mantenute in coltura per
48 ore. Sono state analizzate 20 metafasi.
Il cariotipo € stato descritto secondo i
criteri dell’International System for human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 1995).
L'ibridazione in situ fluorescente (FISH) &
stata eseguita su interfasi e metafasi uti-
lizzando due sonde a singolo clone
BlueFISH (BlueGenome): una sonda per il
gene MOZ (clone BAC RP11-313J18 mar-
cato con fluorocromo di spettro rosso)
ed una sonda che copre la regione del
punto di rottura di CBP (clone BAC RP11-
75P12 marcato in verde). Le immagini
sono state analizzate utilizzando il siste-
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ma Cytovision (Applied Imaging). 'RNA
totale € stato estratto dalle cellule del
midollo osseo del paziente utilizzando il
kit RNeasy (Qiagen) ed & stato retrotra-
scritto a c¢DNA utilizzando la retrotra-
scrittasi inversa Avian Myeloblastosis
Virus (Roche), seguendo il protocollo
indicato dalla casa produttrice. La Nested
PCR ¢& stata effettuata come descritto da
Schmidt et al.’ utilizzando i primers
esterni sull’'esone 16 di MYST3
(MYST3_3536F: 5-CCTTTTGAAGATTCT-
GACTCCG-3") e sull’esone 5 di CBP
(CBP_1201R: 5-GTTGCAATTGCTTGTG
TGGGTAC-3") e i primers interni sull’eso-
ne 16 di MYST3 (MYST3_3558F: 5'-
GAGGCCAATGCCAAGATTAGAAC-3") e
sull’'esone 3 di CBP (CBP_404R: 5'-
CCTCGTAGAAGCTCCGACAGTT-3’). La
sequenza nucleotidica del prodotto di
PCR é stata ottenuta mediante sequenzia-
mento su entrambi i filamenti utilizzando
un sequenziatore automatico 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems). 11 DNA
genomico € stato marcato e ibridato al
chip Mapping 250K Styl (Affymetrix,
Santa Clara, CA) seguendo il protocollo
della casa produttrice. L'analisi dei dati
stata eseguita utilizzando il software
Partek Genomic Suite 6.4, mediante geno-
mic segmentation (p <0.001, >5 marker) e
LOH (max probability> 0.999) rispetto ad
un pool di 90 controlli sani derivati dal
progetto Hapmap.

Risultati e conclusioni. L’analisi del sangue
periferico all’esordio mostrava il 23% di
blasti, WBC 11000/mmc, HB 11,8g/dL, PLT
41000/mmc. Il midollo osseo era iperpla-
stico con I'80% di blasti aventi morfologia
ed immunofenotipo suggestivi per LAM
sottotipo FAB M5b. L’analisi citomorfolo-
gica del midollo osseo ha mostrato mielo-
blasti mieloperossidasi positivi ed ha evi-
denziato numerosi fenomeni di eritrofa-
gocitosi. L'analisi citogenetica all’esordio
della malattia ha rivelato un cariotipo
anormale 46,XX, t(8;16)(p11;p13) in tutte
le metafasi analizzate. Lo studio citoge-
netico ha identificato questo riarrangia-
mento come l'unica anomalia cromoso-
mica. Il riarrangiamento genomico dei
geni MOZ e di CBP & stato confermato
usando la tecnica FISH. L'analisi moleco-
lare RT-PCR sull’'RNA del paziente ha rile-
vato il trascritto di MOZ-CBP di tipo I ed
il sequenziamento ha confermato la
fusione in frame fra 'esone 16 di MOZ e
I'esone 3 di CBP. Per identificare altri
eventi oncogenici, oltre alla traslocazio-
ne t(8;16), potenzialmente coinvolti nella
leucemogenesi, € stato svolto uno studio
di genotyping sui blasti delle cellule leu-
cemiche alla diagnosi utilizzando la tec-
nica degli SNP array Affymetrix. Le anali-
si di Loss of Heterozigosity (LOH) e di
Copy Number Variation (CNV) hanno
mostrato I'assenza completa di tutti gli
eventi di LOH o guadagni o perdite crip-
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tiche di materiale genomico, oltre alle
regioni fisiologiche di CNV. La paziente &
stata sottoposta a chemioterapia di indu-
zione secondo il protocollo nazionale
per la leucemia mieloide acuta pediatrica
(AIEOP AML 2002/01) che include due
cicli ICE (idarubicina, citarabina, etopo-
side). Alla fine del primo ciclo ICE & stato
possibile documentare lo stato di remis-
sione ematologica completa sia in morfo-
logia che mediante biologia molecola-
re/FISH. Durante il secondo ICE la pazien-
te ha manifestato tossicita epatica di
grado IV WHO ed ematologica di grado III
WHO, con quadro clinico e laboratoristi-
co caratterizzato da spiccata emolisi,
iperbilirubinemia a prevalenza diretta ed
epatomegalia, che rapidamente hanno
condotto alla morte la paziente. L'esame
autoptico non ha permesso di identifica-
re una causa di tale tossicita. Nonostante
in letteratura sia riportata una scadente
risposta alla chemioterapia delle LAM
t(8;16), la nostra paziente ha raggiunto
prontamente la remissione ematologica.
Purtroppo la fatale tossicita sviluppata
non ha permesso di sottoporre la pazien-
te a trapianto allogenico, terapia che
potrebbe migliorare la prognosi dei
pazienti con LAM t(8;16). La caratterizza-
zione delle alterazioni genetiche nei
pazienti pediatrici con LAM t(8;16)
potrebbe essere fondamentale per la
generazione di farmaci ad azione mirata
alivello molecolare, che in futuro potreb-
bero migliorare il decorso clinico e la
prognosi di questi pazienti.
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SIGNIFICATO CLINICO DEL MONITO-
RAGGIOLABORATORISTICO ATTRA-
VERSO REVERSE TRANSCRIPTION
POLYMERASE CHAIN REACTION IN
PAZIENTI PEDIATRICI AFFETTI DA
LEUCEMIA LINFOBLASTICA ACUTA
TEL-AML1 POSITIVA

W. Morello, V. Libri, F. Melchionda,
A. Pession

Oncoematologia Pediatrica “Lalla Sera-
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Introduzione. 11 monitoraggio dello stato
di malattia attraverso marcatori moleco-
lari consente di verificare la reale rispo-
sta al trattamento, di differenziare il suc-
cessivo percorso terapeutico o di identi-
ficare precocemente una recidiva (REC)
di malattia. Esempi di uso consolidato di
marcatori molecolari in ambito oncologi-
co sono il monitoraggio della malattia
residua minima (MRM) nelle leucemie
linfoblastiche acute (LAL), la ricerca del
trascritto PML/RARa nelle leucemie
acute promielocitiche (LAP) e quella del
trascritto BCR-ABL nella leucemia mieloi-
de cronica (LMC). La t(12;21) ¢& la traslo-
cazione piu frequentemente riscontrata
nelle B-LAL pediatriche, identificata in
circa il 25% dei casi. La sua presenza alla
diagnosi (D) costituisce un fattore pro-
gnostico positivo in termini di sopravvi-
venza e risposta al trattamento. Studi
effettuati su gemelli omozigoti ed analisi
retrospettive su screening neonatali
hanno evidenziato come la t(12;21) ed il
suo prodotto di traslocazione TEL-AML1
siano presenti gia in utero e possano per-
sistere per anni, clinicamente silenti. Si
ipotizza essa rappresenti un primo even-
to in un processo multi-step in cui I'insor-
genza di ulteriori anomalie genetiche
conduca allo sviluppo finale della LAL.
L'espressione di TEL-AML1 in precursori
emopoietici umani isolati da sangue cor-
donale ¢ stata associata all’espansione di
una popolazione staminale con fenotipo
caratteristico (CD34'/CD38/CD19") e
vantaggio di crescita selettivo in presen-
za di TGFp.' Popolazioni cellulari con
immunofenotipo CD34'/CD38/CD19-, ot-
tenute da pazienti pediatrici affetti da
LAL, sono capaci di indurre LAL in vivo
su modelli di xenotrapianti in topi
NOD/SCID/IL2ry™"? Una popolazione di
cellule staminali con tali caratteristiche
potrebbe rappresentare un clone cellula-
re pre-leucemico a rischio di trasforma-
zione neoplastica.

Materiali e metodi. Allo scopo di verifica-
re se la presenza del prodotto di trascri-
zione TEL-AMLI in pazienti con LAL
t(12;21)+ e in remissione completa (RC)
possa rappresentare una REC molecola-
re o identificare un gruppo di pazienti a
pit alto rischio di REC, abbiamo analizza-
to i dati relativi a 25 pazienti affetti da
LAL t(12;21)+, alla D (20 casi) o alla REC
(5 casi), trattati presso il nostro Istituto
dal febbraio 2004 al luglio 2009. I pazien-
ti sono stati trattati secondo il protocol-
lo AIEOP LAL 2000/LAL R2006 in caso di
nuova D e AIEOP LAL-REC 2003 in caso di
REC, una paziente di eta inferiore ad 1
anno ¢ stata trattata secondo protocollo
AIEOP Interinfant 99. 7/25 pazienti sono
stati sottoposti a trapianto di cellule sta-
minali emopoietiche (TCSE) allogenico.
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Campioni di sangue midollare (BM) otte-
nuti alla D o REC, ed a ogni successivo
controllo BM, sono stati testati mediante
reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR), sia in first- che in
nested-PCR, per I'amplificazione del tra-
scritto di fusione TEL-AML1.? [ campioni
di BM sono stati ottenuti ed analizzati
fino allo stop terapeutico, a circa 24 mesi
dalla D per i pazienti non sottoposti a
TCSE e non recidivati; fino all’'ultimo BM
eseguito in base allo schema di follow-up
negli altri casi. I dati relativi allo stato di
malattia sono stati raccolti fino a luglio
2009, con un tempo di osservazione
mediano (min-max) di 49 (29-65) mesi
dalla D o REC. Il riscontro di TEL-AML1
nei BM, cosi analizzati, non ha modifica-

to il successivo iter terapeutico.
Risultati. Al termine del follow-up 21/25

pazienti sono vivi ed in RC, 2/25 sono
recidivati ed attualmente vivi in seconda
e terza RC, 2/25 sono deceduti dopo REC,
a distanza di 9 e 17 mesi, rispettivamen-
te. Dei pazienti in RC 3/21 hanno mostra-
to livelli riscontrabili di TEL-AMLI fino
all’'ultimo BM; 13/21 hanno dimostrato
positivita per TEL-AMLI1 in alcuni dei
campioni analizzati, non confermate in
tutti i controlli; 5/21 pazienti si sono
dimostrati stabilmente negativi dopo RC.
I due pazienti deceduti non hanno
mostrato positivita per il trascritto TEL-
AML1 precedenti alla REC. In entrambi i
casi la REC si & dimostrata negativa per
la t(12;21) sia attraverso RT-PCR che tra-
mite fluorescent in situ hybridization
(FISH). I due pazienti recidivati ed attual-
mente in RC hanno mostrato livelli evi-
denziabili di TEL-AML1 (confermati in
tutti i controlli in un caso, positivi solo in
alcuni campioni nell’altro) nei controlli
BM precedenti alla REC; in entrambi i
pazienti la REC é risultata t(12;21)+.
Dopo aver acquisito una nuova RC i suc-
cessivi controlli mediante RT-PCR sono
risultati positivi solo in alcuni dei BM
analizzati. Complessivamente 18/25
pazienti (di cui 5/7 sottoposti a TCSE)
hanno mostrato, almeno ad un controllo
BM, livelli evidenziabili di TEL-AMLI tra-
mite RT-PCR durante RC. Di questi, al ter-
mine del follow-up, solo 2/18 sono clinica-
mente recidivati.

Conclusioni. 11 nostro e il primo studio
che indaga il ruolo clinico del monitorag-
gio tramite RT-PCR per TEL-AML1 in un
gruppo numeroso di pazienti con LAL
t(12;21)+. I dati ottenuti permettono di
escludere che la presenza del trascritto
TEL-AML1 in BM di pazienti affetti da
LAL t(12;21)+ ed in RC rappresenti una
REC molecolare. Cio appare in linea con
quanto precedentemente osservato su
una coorte di 5 pazienti' e con il ruolo
ipotizzato per la t(12;21), quale primo
evento nel successivo percorso di leuce-
mogenesi. Data la caratteristica peculia-
re delle LAL t(12;21)+ di recidivare a
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distanza di diversi anni dalla D, solo il
successivo follow-up a lungo termine
potra chiarire se i 18 pazienti TEL-AML+
ed in RC sono a maggior rischio di REC.
La ricerca attraverso RT-PCR di TEL-
AML1, a differenza della MRM, non indi-
viduerebbe cellule leucemiche resistenti
alla terapia, ma la persistenza di un clone
pre-leucemico a rischio potenziale di tra-
sformazione neoplastica. Le positivita
per TEL-AML1 evidenziate in alcuni dei
nostri pazienti e non confermate a tutti i
controlli successivi potrebbero essere
legate alla presenza di un clone scarsa-
mente rappresentato, persistente nono-
stante la polichemioterapia effettuata,
forse proprio perché privo delle caratte-
ristiche di malignita su cui agiscono la
maggior parte dei farmaci anti-neoplasti-
ci. II clone pre-leucemico inoltre, non
sembra essere eradicato nemmeno da
una chemioterapia ad alte dosi o dal pos-
sibile effetto graft versus leukemia (GVL)
di un TCSE allogenico. Secondo tale ipo-
tesi il clone cellulare, potenzialmente
identificabile all'immunofenotipo come
CD34'/CD38-/CD19", persisterebbe duran-
te lo sviluppo della LAL t(12;21)+ che ne
deriva, rimanendo identificabile anche in
tempi successivi. Per confermare tale
ipotesi, determinando la presenza di tale
popolazione cellulare, intendiamo in
futuro effettuare una valutazione con
immunofenotipo su ogni BM risultato
positivo attraverso RT-PCR per TEL-
AMLI ed in RC. Un approfondimento tra-
mite FISH, eventualmente mirato su cel-
lule purificate in base all’espressione
contemporanea di CD34 e CD19, potreb-
be identificare sia la presenza della
t(12;21) che I'’eventuale perdita dell’altro
allele TEL; i risultati potrebbero essere
utili non solo per il follow-up di questi
pazienti, ma anche per la caratterizzazio-
ne dei primi eventi necessari per lo svi-
luppo della leucemia.
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Introduzione. 11 gene PAX5 (o BSAP)
appartiene alla famiglia dei fattori di tra-
scrizione dei geni PAX ed & essenziale
per lo sviluppo ed il differenziamento dei
linfociti B, dove esso agisce sia da attiva-
tore che da repressore della trascrizione
di numerosi geni coinvolti nel differen-
ziamento di specifici tipi cellulari emato-
poietici. Recentemente, il gene PAX5 &
stato descritto come frequente bersaglio
di anomalie genetiche di vario tipo in
casi pediatrici di LAL dei precursori delle
cellule B, suggerendo che queste altera-
zioni possano risultare nell’aploinsuffi-
cienza del gene. PAX5 & implicato in un
numero crescente di traslocazioni cro-
mosomiche in pazienti affetti da LAL-B,
che danno origine ad una varieta di tra-
scritti di fusione, i cui geni partner codifi-
cano per proteine con ruoli diversi, quali
fattori di trascrizione, proteine struttura-
li, proteine ad attivita chinasica o con
funzione non nota. La traslocazione piu
frequente & associata al gene di fusione
PAX5/TEL, che coinvolge due dei pilu
importanti fattori di trascrizione del
sistema ematopoietico, entrambi con un
ruolo chiave del differenziamento dei lin-
fociti B. Nonostante la frequente identifi-
cazione di tali traslocazioni, la loro attivi-
ta funzionale nella leucemogenesi ¢
ancora poco compresa. Il presente stu-
dio ha lo scopo di caratterizzare le fun-
zioni delle aberrazioni genetiche che
coinvolgono il gene PAX5, che potenzial-
mente hanno un forte impatto sia nella
comprensione di eventi di trasformazio-
ne che portano alla leucemia, sia nel-
I'identificazione di nuovi meccanismi,
che possono costituire un bersaglio di
specifici farmaci. In primo luogo, allo
scopo di identificare nuove lesioni gene-
tiche, stiamo procedendo alla caratteriz-
zazione di casi di pazienti pediatrici
affetti da LAL che presentano anomalie
citogenetiche che coinvolgono la regione
cromosomica 9p13. In secondo luogo, la
proteina di fusione PAX5/TEL & da noi
studiata come modello per caratterizza-
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re il ruolo molecolare e funzionale di tali
fattori di trascrizione aberranti.
Materiali e metodi. Citogenetica: tecniche
di analisi FISH, utilizzando BAC e fosmidi.
Biologia Cellulare: modello in vitro costi-
tuito dalle cellule primarie pre-BI murine,
che rappresentano un modello fisiologi-
co unico e peculiare in quanto prive di
altre aberrazioni genetiche che possano
avere effetti confondenti sui risultati spe-
rimentali; il modello cellulare pre-Bl e le
tecniche di trasduzione retrovirali sono
state ottimizzate nel nostro laboratorio.
Biologia molecolare: tecnica di RACE
PCR per l'identificazione di nuovi par-
tner di traslocazione di PAX5. Le analisi
di profili di espressione genica di cellule
pre-Bl PAX5/TEL e pre-BI MIGR-GFP sono
state condotte con la tecnologia Affy-
metrix GeneChip; le validazioni dei dati
ottenuti sono state effettuate utilizzando
RQ-PCR con UPL probe library system
(Roche) e tecnologia TagMan (Applied
Biosystems). Statistica: le analisi sono
state effettuate impiegando strumenti
statistici appositamente sviluppati per
I'analisi di profili di espressione genica.
Risultati. 1) Lesioni genetiche coinvol-
genti PAX5: All’'interno dei casi pediatrici
affetti da LAL ed arruolati al protocollo
AIEOP abbiamo selezionato i campioni
che da analisi citogenetica standard pre-
sentassero anomalie nella regione 9pl3 e
potenzialmente coinvolgenti il gene
PAX5; quindi tali campioni sono stati sot-
toposti ad ulteriori indagini di FISH con
sonde nel locus del gene PAX5. Abbiamo
identificato 15 casi con anomalie nella
regione in 9p13; all'interno di tale gruppo
abbiamo identificato 4/15 con trasloca-
zioni di PAX5 (2 casi PAX5/AUTS2 e 2 casi
con partner non ancora caratterizzato),
11/15 con delezioni che comprendono il
gene PAX5, spesso includendo geni ad
esso adiacenti. 2) Ruolo delle trasloca-
zioni di PAX5 nella leucemia: la proteina
di fusione PAX5/TEL reprime numerosi
geni target di PAX5 (ad es. i geni CDI19,
BLNK, MBI), dati di espressione genica
indicano un forte impatto di PAX/TEL sul
profilo trascrizionale delle cellule, in cui
agisce prevalentemente da repressore
della trascrizione. Inoltre, la presenza
della proteina di fusione € in grado di
interferire in modo significativo sul
pathway trascrizionale di PAX5, con un
effetto di dominanza negativa rispetto a
PAX5 wt, determinando l'attivazione di
geni target fisiologicamente repressi da
esso e la repressione di una pitt numero-
sa coorte di suoi target fisiologicamente
attivati. I geni differenzialmente espressi
(inibiti) in presenza di PAX5/TEL sono
prevalentemente coinvolti in processi
fondamentali per i linfociti B, quali il loro
differenziamento e adesione e la via di
segnale del B-cell receptor.

Conclusioni. 1) Anomalie genetiche di
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PAX5 sono identificate in casi di pazienti
pediatrici affetti da LAL di tipo B e si pre-
sentano sia come delezioni che come
traslocazioni. 2) la presenza della protei-
na di fusione PAX5/TEL porta ad un
rimodellamento del profilo di espressio-
ne genica di precursori B, con effetto di
dominanza negativa su PAX5 wt. In parti-
colare, si ha il coinvolgimento di geni
essenziali per differenziamento, adesio-
ne e segnale tramite BCR, processi fon-
damentali per la trasformazione cellula-
re e la leucemogenesi.
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Introduzione. Studi recenti hanno dimo-
strato che singole lesioni genetiche, sia
nella LAL pediatrica che dell’adulto, non
sono sufficienti per I'insorgenza della leu-
cemia, ma € necessaria la cooperazione di
ulteriori anomalie successive (es. delezio-
ni e amplificazioni). Al contrario, la pato-
genesi delle LAL con insorgenza entro il
primo anno di vita (“LAL Infant”) non &
ancora ben chiara. La LAL Infant & una
malattia molto aggressiva, caratterizzata
nella maggior parte dei casi dal riarrangia-
mento del gene MLL, di origine prenatale.
La breve latenza e 'elevata concordanza
di insorgenza di LAL in gemelli infant
monocorionici MLL positivi, suggerisce
che il solo riarrangiamento di MLL sia suf-
ficiente per la manifestazione clinica della
malattia. Tuttavia, risultati discordanti
ottenuti in studi su modelli animali non
chiarificano definitivamente se mutazioni
secondarie aggiuntive siano o meno
necessarie per il rapido sviluppo della leu-
cemia. Scopo del lavoro € valutare la pre-
senza di aberrazioni genomiche non rile-
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vabili con tecniche convenzionali, che
cooperano nello sviluppo della LAL Infant.
L'identificazione di tali lesioni & necessaria
per indagare la patogenesi della leucemia
e per individuare eventuali bersagli per
una terapia mirata.

Metodi. E stata eseguita un’ analisi di
SNParray, esplorando circa 100.000 SNPs
distribuiti su tutto il genoma; questa
metodica permette di identificare la per-
dita di eterozigosi (LOH) associata o
meno ad alterazioni numeriche di regioni
cromosomiche. Per ridurre la possibile
eterogeneita genetica, € stato analizzato
il DNA alla diagnosi, remissione e ricadu-
ta di 28 casi di LAL Infant con t(4;11).
Risultati. Rispetto ai pazienti LAL ad
insorgenza in eta pediatrica (dopo l'an-
no) e adulta, negli infant affetti da LAL
con MLL riarrangiato & stato identificato
un numero estremamente limitato di
alterazioni di numero di copie geniche
(delezioni e amplificazioni) all’esordio,
mentre in alcuni casi tali aberrazioni
genetiche aggiuntive sono acquisite tar-
divamente, alla ricaduta. Inoltre nei
pazienti infant sono stati riscontrati
numerosi tratti di omozigosita (disomie
uniparentali segmentali), per la maggior
parte dei casi costitutivi (non esclusiva-
mente associati al tumore in quanto pre-
senti anche alla remissione) e largamen-
te distribuiti su tutto il menoma.
Conclusioni. Questi risultati dimostrano
che nella LAL Infant il riarrangiamento di
MLL non & associato alle anomalie cro-
mosomiche identificate nei pazienti LAL
pediatrici ed adulti. Pertanto puo essere
ipotizzato che questo primo e unico
evento, sia capace di indurre la rapida
insorgenza della malattia e velocizzare il
processo di leucemogenesi, conferman-
do ulteriormente I'unicita di questa
malattia.
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Introduzione. Gli studi compiuti su coppie
di gemelli affetti da leucemia linfoblastica
acuta (LLA) concordante hanno permesso
di dimostrare I'origine prenatale di aberra-
zioni cromosomiche associate allo svilup-
po di leucemia, sia nel caso di t(4;11), pre-
sente in sottogruppi rari a latenza breve,
sia nel caso di t(12;21) e iperdiploidia, pre-
senti in sottogruppi piu prevalenti ma
associate a leucemie con maggiore latenza
e minore aggressivita. Studi genomici con-
dotti tramite I'uso di SNP-arrays hanno
evidenziato che la successione di lesioni
cooperative nella storia naturale della LLA
sia necessaria per la conversione del
clone pre-leucemico in leucemia concla-
mata, in particolare nei sottogruppi
t(12;21) e iperdiploidi. Questo sembra
verificarsi anche nel caso di LLA
Philadelphia positiva (Ph*). Nonostante la
prognosi avversa suggerisca che il gene di
fusione BCR/ABL possa da solo essere suf-
ficiente ad indurre la comparsa di leuce-
mia, studi di SNP-arrays hanno mostrato
che pit dell’80% delle LLA Ph+ presentano
la delezione del gene lkaros (IKZFI),! Ad
0ggi, non € mai stata dimostrata una prova
formale della successione di eventi nella
patogenesi della LLa Ph'. Il presente lavo-
ro riporta una coppia di gemelli monozigo-
ti (T1 e T2) affetti da LLA Ph’, che hanno
permesso di dimostrare per la prima volta
sia 'origine prenatale della traslocazione
t(9;22) che la delezione postnatale del
gene lkaros come evento cooperativo.

Materiali e metodi. 1 riarrangiamenti clo-
nali delle Ig/TcR sono stati identificati
all’esordio e monitorati (giorni +33, +78)
secondo le linee guida internazionali
ESG-MRD-ALL.? 11 breakpoint genomico
della t(9;22) e stato identificato tramite
“long range PCR” . La sequenza cosi otte-
nuta & stata utilizzata come templato per
la definizione di un saggio di RQ-PCR
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paziente-specifico. 11 DNA genomico di
entrambi i gemelli all’esordio & stato ana-
lizzato tramite Affymetrix Gene Chip
Mapping 500K SNP arrays per I'identifi-
cazione di lesioni genomiche e di perdita
di eterozigosi. Con lo scopo di caratteriz-
zare la regione di giunzione della delezio-
ne di Ikaros, i dati derivanti dall’analisi di
SNP arrays di T2 sono stati utilizzati per
disegnare primers specifici per la regio-
ne prossimale e distale del breakpoint e
usati per esperimenti di “long range
PCR”.* L'analisi FISH con sonde specifi-
che per i centromeri dei cromosomi 6, X,
21, e per il gene di fusione BCR/ABL
(Vysis) & stata effettuata su differenti
popolazioni cellulari (CD3+, CD34-/33+,
CD34-/19+/20+, CD34+/19-/33+/38+) di
midollo osseo sortate con citofluorime-

tro FACS Aria (BD).
Risultati. T1 e T2 sono stati diagnosticati

come LLA Ph* all’'eta di 32 e 36 mesi,
rispettivamente, e trattati secondo il pro-
tocollo AIEOP-BFM ALL2000. Alla diagno-
si € stato riscontrato un pattern differen-
te di riarrangiamenti clonali Ig/TcR,
nonostante attraverso un ‘test incrocia-
to’ sia stato identificato un marcatore
condiviso dai due gemelli e presente in
una sottopopolazione in T2. I due gemel-
li hanno manifestato una differente rispo-
sta precoce al trattamento, essendo T1
un PGR (Prednisone Good Responder) e
T2 PPR (Prednisone Poor Responder)
secondo i parametri definiti dal protocol-
lo AIEOP-BFM ALL2000. Entrambi sono
stati sottoposti a trapianto di midollo
osseo dallo stesso fratello donatore, ed
hanno avuto una prognosi differente:
mentre T2 & deceduto, T1 é attualmente
in remissione completa dopo 6 anni.

La dimostrazione formale di un’origine
comune prenatale della LLA Ph* & deriva-
ta dall’identificazione del breakpoint
genomico di BCR/ABL, identico in
entrambi i gemelli. Il monitoraggio preco-
ce della malattia residua minima (MRM),
utilizzando i marcatori Ig/TcR in paralle-
lo con un saggio di RQ-PCR genomica
paziente-specifica, ha indicato la presen-
za persistente di alti livelli di MRD in T2
con entrambi i metodi. Al contrario, un
alto livello persistente del segnale geno-
mico di BCR/ABL é stato rilevato durante
il monitoraggio di T1, nonostante la pre-
senza di remissione morfologica, la nega-
tivita immunofenotipica e dei marcatori
Ig/TcR sia al giorno +33 che al +78. Con lo
scopo di identificare la natura delle cellu-
le Ph', Ig/TcR- presenti nel campione
della remissione di T1, & stata effettuata
un’analisi FISH su cellule midollari sorta-
te. 11 51% delle cellule CD3+ e il 45% delle
CD34-/19+/20+ (il 40% e 6% della popola-
zione totale sortata CD45+, rispettiva-
mente) sono risultate BCR/ABL+ e diso-
miche, dimostrando in questo modo che
le cellule Ph* sono cellule mature linfoidi.
Al contrario, il compartimento mieloide
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non é risultato mutato, essendo tutte le
cellule CD34-/33+ e CD34+/19-/33+/38+
BCR/ABL negative. L’analisi effettuata
con 500K SNP arrays ha identificato diffe-
renti anomalie aggiuntive nei due gemel-
li: T1 ha mostrato un subclone con un
cariotipo iperdiploide a piu’ di 50 cromo-
somi, mentre T2 ha mostrato la delezio-
ne di IKZFI (A4-7) e EBFI. Inoltre,
entrambi i gemelli hanno presentato
delezioni identiche coinvolgenti gli stes-
si esoni di ABL e BCR, a conferma del-
I'origine comune della traslocazione.
L’analisi di RQ-PCR genomica paziente-
specifica non ha evidenziato la presenza
della delezione di IKZF1 in T1, dimostran-
do la natura postnatale di questa lesione
che rappresenta un secondo evento
genetico nelle cellule Ph* di T2.
Conclusioni. In conclusione, in questa
coppia di gemelli il cromosoma Philadel-
phia € originato in ufero in una cellula
precursore linfoide gia indirizzata verso
il differenziamento, generando il clone
Ph' prenatale non leucemico condiviso.
Dopo la nascita, un secondo evento indi-
pendente ha trasformato il clone Phr,
inducendo la comparsa di iperdiploidia
in T1 e la delezione di IKZFI in T2, e di
conseguenza una prognosi differente. Le
cellule residue Ph* prenatali non leucemi-
che sono persistite durante la normale
linfopoiesi. Questa coppia di gemelli rap-
presenta un modello vivente che, nella
storia naturale della LLA Ph’, supporta
non solo l'origine prenatale del cromoso-
ma Philadelphia ma anche la necessita di
eventi genetici postatali (delezione di
Ikaros).
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Introduzione. Secondo il modello stoca-
stico tutte le cellule che compongono il
tumore sono in grado di sostenerne la
crescita e rigenerarlo. Al contrario, &
stato ipotizzato che solamente un sotto-
gruppo raro immaturo di cellule, chiama-
te “cancer stem cells” siano in grado di
dare origine al tumore. Nella leucemie,
I'esistenza di queste cellule, dette “leuke-
mia stem cells” (LSCs) ¢ stata dimostrata
in studi in vivo nella leucemia mieloide
acuta, in cui tali cellule, similmente alle
staminali emopoietiche normali, hanno
un’ organizzazione gerarchica. Quale di
questi due modelli rispecchi meglio la
patogenesi tumorale & tuttora argomen-
to di forte dibattito. Soprattutto, nella
leucemia linfoblastica acuta I'identita e
'origine della LSC non € ancora ben chia-
ra. In questo studio ci siamo occupati di
identificare e alla caratterizzare la LSC
nella LAL infant t(4;11) positiva, la piu
frequente e aggressiva forma di leucemia
a insorgenza entro il primo anno di vita.
Nello specifico, abbiamo valutato se
diverse sottopopolazioni midollari, puri-
ficate da campioni diagnostici di pazien-
ti LAL infant all’esordio in base alla
espressione di specifici marcatori di
superficie (come CD34, CD19 e NG2),
erano capaci di ripopolare topi
NOD/SCID irradiati e dare leucemia (pos-
sedendo percio proprieta di LSC) e se le
popolazioni ripopolanti il midollo muri-
no avevano caratteristiche simili o
diverse.

Metodi. Per fare questo ci siamo avvalsi
di tecniche di fluorescence-activated cell
sorting (FACS) in combinazione con ana-
lisi di fluorescence in situ hybridization
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(FISH), saggi di ripopolamento in vivo in
topi NOD/SCID e analisi di clonalita con

RQ-PCR.
Risultati. I nostri studi hanno evidenziato

che nella LAL infant t(4;11) la popolazio-
ne cellulare 34+19- (staminali/progenitori
immaturi) € normale (in quanto non pre-
senta il riarrangiamento di MLL) e le pro-
prieta di LSC sono ristrette al comparti-
mento CD19+. Infatti le cellule che non
esprimono il CD19 non sono hanno capa-
cita di ripopolamento nei topi NOD/SCID
(CD34+) oppure danno luogo a una rico-
stituzione di cellule normale, non leuce-
miche, MLL negative (CD34-). Al contra-
rio, le CD19+ LSCs sono in grado di rico-
stituire rapidamente in vivo e indurre la
leucemia negli animali riceventi, con
caratteristiche che rispecchiano la leu-
cemia umana, e possiedono capacita di
auto-rinnovamento in trapianti seriali in
vivo, indipendentemente dall’espressio-
ne di CD34 e NG2. Tuttavia, nonostante
molteplici sottopopolazioni midollari
(separate in base all'immunofenotipo)
possiedano caratteristiche di staminali-
ta, abbiamo osservato alcune delle diffe-
renze nella cinetica di ripopolamento e
nel fenotipo della popolazione leucemica
ricostituita. Inoltre, tramite 1'uso di
sonde paziente-specifiche disegnate
sulla regione del riarrangiamento clonale
di Ig/TCR, abbiamo potuto analizzare in
RQ-PCR il contributo clonale del ripopo-
lamento leucemico. | nostri risultati
hanno dimostrato che, similmente a
quanto si riscontra nei pazienti infant, la
ricostituzione nei topi trapiantati & oligo-
clonale, poiché diversi cloni indipenden-
ti sono capaci di sostenere il ripopola-
mento in vivo. Tuttavia, abbiamo osser-
vato diversi comportamenti: sia cloni
maggiormente rappresentati nel pazien-
te, sia quelli minoritari possono essere
dominanti, al contrario, altri cloni mag-
gioritari non sono capaci di ricostituire
nei topi. Confrontando la clonalita dei
topi primari con i corrispettivi seconda-
ri, un clone dominante nel primario puo
o persistere o estinguersi nei passaggi
seriali; mentre altri cloni pur essendo
quiescenti nei topi riceventi primari,
potevano comunque persistere, riattivar-
si e diventare dominanti nei secondari.

Conclusioni. In conclusione il nostro stu-
dio ha fornito evidenze che la LSC nella
LAL infant t(1;11) risiede nelle cellule B
CD19+, allinterno del quale, molteplici
sottopopolazioni midollari (separati in
base all’espressione di specifici antigeni
di superficie) sono capaci di ripopolare e
dare leucemia in topi NOD/SCID irradiati,
ma con caratteristiche di cinetica e
immunofenotipo diverse. Tali evidenze
suggeriscono che nella LAL infant t(4;11)
la LSCs sono molteplici ma distinte,
riconciliando in parte la diatriba riguar-
do al modello stocastico o gerarchico
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per spiegare l'origine della LSC. Inoltre, i
nostri dati relativi all’analisi di clonalita
dimostrano l'esistenza di una ulteriore
eterogenicita delle LSCs, e implica la coe-
sistenza di diversi cloni che competono
tra loro nel dare la leucemia.
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Introduzione. Molte sono le analogie tra il
linfoma linfoblastico T (LL-T) e la leuce-
mia linfoblastica T (LLA-T) dell’eta pe-
diatrica: oltre alla morfologia e all'immu-
nofenotipo indistinguibili, le due malattie
presentano anche simili caratteristiche
genetiche (traslocazioni cromosomiche
di fattori trascrizionali). La principale
discriminante clinica tra LL-T e LLA-T
riguarda la sede principale di presenta-
zione della malattia, il mediastino per i
LL-T ed il midollo osseo per la LLA-T. Il
LL-T si presenta spesso con massa
mediastinica, talora accompagnata da
adenopatia subdiaframmatica, parziale o
minimo coinvolgimento del midollo
osseo e, raramente, del sistema nervoso
centrale. Operativamente, la percentuale
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di cellule tumorali nel midollo osseo
distingue LL-T (<25%) da LLA-T (>25%).
Rispetto alla LLA-T, il LL-T si manifesta in
pazienti di eta media maggiore, con un
picco di incidenza nella seconda decade
di vita; inoltre mostra una prevalenza nei
maschi rispetto alle femmine (rapporto
2:1)." Il presente studio ha come scopo
principale 'analisi delle basi biologiche e
genetiche che caratterizzano i LL-T e le
LLA-T, al fine di migliorare le conoscenze
sulla patogenesi molecolare di queste
malattie e di individuare marcatori mole-
colari con significato prognostico. Me-
diante I'analisi integrata di dati ottenuti
tramite Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) e gene expression microarrays,
sono stati confrontati il genotipo e i pro-
fili di espressione genica di una serie di
pazienti affetti da LL-T e da LLA-T, con lo
scopo di meglio caratterizzare analogie e
differenze tra le due patologie.

Materiali e metodi. 1 profili di espressione
genica sono stati generati presso il labo-
ratorio di Biologia Tumori Solidi, Pado-
va, utilizzando la tecnologia GeneChip,
HG-U133 Plus 2.0 (Affymetrix) su residui
di materiale diagnostico ottenuto da
pazienti affetti da LL-T (20), LLA-T," linfo-
ma linfoblastico B’ e leucemia common.*
Lo studio del genotipo & stato condotto
presso il laboratorio del Centro Ricerca
Tettamanti di Monza, utilizzando gli
Human Mapping 100K arrays; 'analisi &
stata condotta in 9/20 LL-T e 9/10 LLA-T,
in quanto per i rimanenti casi non vi era
materiale disponibile. L'analisi bio-infor-
matica dei dati ottenuti & stata condotta
in collaborazione con la Columbia

University di New York.
Risultati. 1’analisi dei profili di espressio-

ne genica ha dimostrato come la princi-
pale differenza tra LL-T e LLA-T sia rap-
presentata dalla componente tissutale
normale. Per poter distinguere geni asso-
ciati alla componenete midollare o linfo-
nodale, sono stati inclusi nell’analisi i
profili di espressione genica di linfomi
linfoblastici delle linea B e di leucemie
linfoblastiche tipo common (CD10+). I
geni differenzialmente espressi tra i linfo-
mi e le leucemie indipendentemente dal-
I'origine cellulare sono stati considerati
parte della signature prodotta dalle cel-
lule normali infiltranti e quindi € stata eli-
minata nell’analisi di confronto tra i linfo-
mi T e le leucemie T. I 78 geni rimanenti
sono risultati rilevanti per la discrimina-
zione tra LL-T e LLA-T. Si tratta di geni
coinvolti nella risposta chemiotattica,
nell’adesione cellulare e nell’angiogenesi
che potrebbero giocare un ruolo impor-
tante nella diversa localizzazione delle
cellule tumorali. In particolare geni asso-
ciati alla promozione dell’angiogenesi e
dell’invasivita sono risultati up-regolati
nei LL-T, come ad esempio Syndecan-2,
che codifica per un proteoglicano di
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membrana il cui ruolo pro-angiogenesi &
stato scoperto molto di recente; EPASI,
un fattore di trascrizione abbondante-
mente espresso negli organi vascolariz-
zati e PTPRB, una fosfatasi tirosin-china-
sica che € coinvolta nella vascolarizza-
zione di molti tumori. Cosi pure geni
coinvolti nella risposta chemiotattica
come ESAM, una molecola di adesione
cellulare, la cui espressione identificata
in altri tumori come il carcinoma colon-
rettale correla significativamente con le
metastasi nodali tanto da essere consi-
derato un fattore prognostico negativo.
Un aspetto di particolare rilievo & stato
I'identificazione di una over-espressione
di Stral3, un fattore di trascrizione in
grado di reprimere Iattivazione di
NOTCH1 inibendo il legame con il suo
recettore nucleare CFB-1. E stato dimo-
strato che piu del 50% delle LLA-T del
bambino presenta mutazioni attivanti
NOTCH1,? indicando un ruolo centrale di
questo pathway nella patogenesi delle
LLA-T. In questa casistica & attualmente
in corso uno studio mutazionale per
NOTCHI1 che permettera di identificare
eventuali correlazioni tra espressione di
Stral3 e mutazioni. L'identificazione di
aberrazioni genetiche che causano cam-
biamenti nel numero di copie di un seg-
mento genico € stata condotta analizzan-
do i dati ottenuti dagli SNP arrays con
due algoritmi (Partek e CYNAG). Sono
state quindi considerate solo le altera-
zioni identificate da entrambi gli approc-
ci in modo ricorrente (in due o piu
pazienti) identificando circa 200 loci con
alterazioni nei casi di LL-T e LLA-T analiz-
zati. L'aberrazione piti comune é la dele-
zione 9p21.3 identificata in 5/9 casi di
LLA-T e 3/9 di LL-T. In questa regione si
trovano i geni CDKN2A/B, che codificano
per tirosin chinasi che svolgono un ruolo
importante nella regolazione della pro-
gressione cellulare*** In accordo con
reports pubblicati in letteratura I’amplifi-
cazione del gene MYB ¢& stata trovata in
2/9 casi di T-ALL. Sebbene molte aberra-
zioni sono state trovate in entrambe le
patologie, alcune sono risultate ricorren-
ti solo nei T-LL e non nei campioni di T-
ALL e viceversa; lo studio esteso ad una
casistica piti ampia ci consentira di con-
fermare se tali anomalie sono peculiari di
ciascuna neoplasia.

Conclusioni. E attualmente in corso uno
studio di convalida mediante analisi FISH
di alcune delle anomalie trovate e abbia-
mo iniziato uno studio mutazionale del
gene NOTCHI in questa serie di pazienti
affetti da linfoma e leucemia T in modo
tale da poter completare lo studio gene-
tico di queste due neoplasie. I dati otte-
nuti fino ad ora mettono in evidenza che
pur condividendo molte caratteristiche
biologiche, i linfomi T e le leucemie linfo-
blastiche T presentano un diverso pat-
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tern di alterazioni genetiche e di espres-
sione genica che possono contribuire ad
una migliore comprensione dell’evolu-
zione delle due patologie.
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Introduzione. I nuovi approcci terapeutici
per la cura delle neoplasie ematopoieti-
che mirano allo sviluppo di terapie diret-
te contro le anomalie molecolari che
sono alla base della patologia. Il gene
MLL (mixed lineage leukemia) & un sito
ricorrente di riarrangiamenti genetici
nelle leucemie acute, mieloidi e linfoidi,
ed identifica una popolazione di pazienti
con prognosi particolarmente negativa.
La probabilita di sopravvivenza nei
pazienti con leucemia correlata a MLL
sono basse, nonostante la possibilita di
effettuare chemioterapie e trapianto di
midollo osseo. 1l gene MLL, sul locus
11923 codifica per una proteina coinvol-
ta nella regolazione epigenetica della tra-
scrizione ed ha dunque un ruolo cruciale
nell’ematopoiesi sin dalle prime fasi
dello sviluppo embrionale. Le alterazioni
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11q23 comprendono diverse anomalie
cariotipiche, tra cui delezioni duplicazio-
ni, traslocazioni reciproche, inversioni.
Nel 70% dei pazienti pediatrici con leuce-
mia acuta si hanno riarrangiamenti di
MLL, in particolare traslocazioni con
geni partners, di cui se ne conoscono
circa 50, che portano alla formazione di
oncogeni di fusione. Le traslocazioni piu
frequenti nelle leucemie linfoidi (ALL)
sono la t(4;11) e la t(11;19) con espres-
sione rispettivamente degli ocogeni MLL-
AF4 e MLL-ENL, mentre le leucemie mie-
loidi (AML) sono pit comunemente asso-
ciate alle traslocazioni t(9;11) e t(6;11)
con espressione di MLL-AF9 e MLL-AF6.
La gravita e la prognosi sfavorevole delle
leucemie acute correlate a riarrangia-
menti del gene, nonche la mancanza di
terapie efficaci e specifiche per questo
tipo di leucemie rendono necessario lo
studio di nuovi farmaci mirati. A questo
scopo si possono utilizzare modelli muri-
ni xenograft, nei quali il tumore si genera
a partire da cellule neoplastiche umane
inoculate in topi immunodeficienti. I
modello xenograft & estremamente utile
per comprendere la crescita e la diffusio-
ne del tumore, nonché i meccanismi di
azione e l'efficacia terapeutica di nuovi
agenti antitumorali. Per quanto riguarda
il monitoraggio terapeutico sono in uso
sistemi di imaging in vivo di nuovissima
generazione come la bioluminescenza,
un sistema reporter basato sulla reazio-
ne enzimatica catalizzata dalla luciferasi,
che ossidando il suo substrato naturale,
la D-luciferina, genera luce nel campo del
visibile. La bioluminescenza possiede
numerosi vantaggi rispetto ad altre
metodiche, come ad esempio la PET, tra
cui quello di essere molto sensibile, poco
invasiva per l’animale, veloce, poco
dispendiosa e di non avere segnali di
fondo dovuti alle normali funzioni meta-
boliche delle cellule.

Materiali e metodi. Le cellule leucemiche
THP-1 e MOLM-13 con traslocazione MLL-
AF9, le cellule leucemiche SEM con traslo-
cazione MLL-AF4 e le cellule KOPN-8 con
traslocazione MLL-ENL, sono state inge-
gnerizzate per I'espressione stabile della
luciferasi di lucciola Photinus pyralis utiliz-
zando la tecnica di trasfezione retrovirale
con il vettore pMMP-LucNeo (gentilmente
donato da Andrew Kung, Harvard Medical
School, Boston, MA). I cloni positivi per il
gene della luciferasi sono stati seleziona-
ti e analizzati in base al grado di espres-
sione della proteina e di intensita del
segnale luminoso. Le cellule luminescenti
ingegnerizzate sono state utilizzate per lo
sviluppo di modelli murini xenograft di
leucemia acuta con riarrangiamenti del
gene MLL. Tutte e quattro le linee cellula-
ri esprimenti la luciferasi di lucciola
Photinus pyralis possono dunque essere
monitorate in vivo mediante sistemi di
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bioluminescenza. I modelli murini xeno-
graft sono stati realizzati mediante I'utiliz-
zo di topi NOD/SCID immunodeficienti
(Charles River) di circa 6 settimane. Per
ciascun modello sono stati utilizzati 10
topi, i quali sono stati inoculati con 5-10
milioni di cellule leucemiche per via endo-
venosa e monitorati una volta a settimana
mediante uno strumento di imaging in
vivo costituito da una camera CCD (char-
ge-couple device) ultrasensibile
(Berthold Night owl LB 980). La rilevazio-
ne della luminescenza & stata effettuata
singolarmente per ciascun topo previa
anestesia ed iniezione intraperitoneale di
D-luciferina alla concentrazione di
150mg/Kg  (D-luciferin potassium salt,
Gold biotechnology). Le immagini prodot-
te sono state elaborate e quantificate uti-
lizzando il software Windlight (Berthold).
Risultati. L’'andamento della leucemia nei
modelli murini xenograft & stato studiato
mediante l'analisi delle quantificazioni
effettuate a partire dal 7° giorno, con
cadenza settimanale fino ad un end-point
in cui gli animali sofferenti venivano
sacrificati. L'aumento del segnale lumi-
noso, corrispondente alla crescita e allo
sviluppo della malattia, ha permesso di
tracciare delle curve di crescita per i
suddetti modelli e valutarne le caratteri-
stiche fenotipiche. Per i diversi modelli
murini la malattia progredisce a partire
dal midollo osseo per poi disseminarsi
nel circolo periferico. La curva della
luminescenza ha mostrato un aumento
lineare del numero di fotoni fino al 15°
giorno con un forte incremento a partire
dal 20° giorno fino a raggiungere il plate-
au dal 26° giorno per i modelli MLL-ENL
(KOPN-8) e MLL-AF9 (MOLM-13), e dal
39° giorno per MLL-AF4 (SEM) e MLL-AF9
(THP-1). I tempi di latenza per ciascun
modello coincidevano con il plateau
della curva della luminescenza, a livello
del quale comparivano segni di sofferen-
za tali da comportare il sacrificio o la
morte dell’animale. [ diversi modelli
murini hanno mostrato delle differenze
fenotipiche nello sviluppo e nella pro-
gressione della malattia. Nel modello
MLL-AF9 (MOLM-13) sono state riscon-
trate metastasi diffuse a livello sottocu-
taneo ed in prossimita del piano osseo,
nonché infiltrazione di strutture linfati-
che, quali i linfonodi. Il modello MLL-AF4
(SEM) ha evidenziato infiltrazione di cel-
lule neoplastiche a livello della milza,
con marcata splenomegalia, mentre nel
modello MLL-AF9 (THP-1), la massa neo-
plastica si e sviluppata prevalentemente
a livello del midollo osseo e delle ossa
lunghe senza disseminazione nel circolo
periferico.

Conclusioni. La prognosi sfavorevole e la
mancanza di terapie efficaci per le leuce-
mie acute correlate a riarrangiamenti del
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gene MLL rendono necessario lo studio di
nuovi farmaci specifici. Per lo studio pre-
clinico di nuovi farmaci € necessario I'uti-
lizzo di modelli animali che possano
mimare il pitt possibile lo sviluppo della
neoplasia e l'effetto del farmaco nell'uo-
mo. A questo scopo sono stati generati
quattro modelli murini xenograft di leuce-
mia acuta con differenti riarrangiamenti
del gene MLL, quali MLL-ENL (KOPN-8),
MLL-AF9 (MOLM-13 e THP-1) ed MLL-AF4
(SEM). Landamento della malattia & stato
studiato mediante sistemi di biolumine-
scenza in vivo nei quattro diversi modelli
murini xenograft, che hanno evidenziato
delle differenze fenotipiche nello sviluppo
e nella progressione della malattia. Per
ciascun modello sono stati analizzati
diversi parametri oncologici, quali la loca-
lizzazione e la modalita di crescita della
massa tumorale, la specificita di invasio-
ne tissutale, la capacita di metastatizzare
e i tempi di sopravvivenza. Lo sviluppo di
tali modelli murini di leucemia acuta con
sistemi di imaging di bioluminescenza
rappresenta dunque un’importante stru-
mento preclinico per lo studio in vivo
della patogenesi e per la valutazione del-
I'efficacia terapeutica di nuovi potenziali
farmaci specifici.
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Introduzione. Annessina Il (Anxa2), pro-
teina legante i fosfolipidi di membrana in
maniera calcio-dipendente, appartiene
alla superfamiglia delle Annessine ed &
coinvolta in numerosi meccanismi di
proliferazione e comunicazione cellulare;
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recentemente & stato trovato un suo
coinvolgimento in diversi tumori, in cui
ne favorirebbe la progressione. Scopo di
questo studio € la valutazione del-
I’espressione di Anxa2 nella leucemia lin-
foblastica acuta B-lineage (LLA-B) pedia-
trica, con l'obiettivo di identificare un
potenziale nuovo marcatore prognostico
e target terapeutico.

Materiali e metodi. Sono state studiate 77
nuove diagnosi di pazienti pediatrici dia-
gnosticate e trattate nei Centri di Onco-
ematologia Pediatrica di Catania e di
Padova, secondo il protocollo AIEOP LLA-
2000. L'espressione di Anxa2 & stata stu-
diata in tutti i campioni e in 3 linee cellula-
ri di LLA-B (REH, SEM, 697), mediante
reverse phase protein array (RPPA),
western blot e real-time PCR (RQ-PCR).
Contestualmente, mediante immunofluo-
rescenza ed analisi citofluorimetrica, &
stata valutata la localizzazione di Anxa2
nei blasti leucemici. L'associazione tra
I'espressione di Anxa2, le caratteristiche
molecolari e la prognosi dei pazienti stu-
diati & stata valutata mediante analisi mul-
tivariata, test di Wilcoxon, t-Test con le
correzioni di molteplicita e analisi di
Kaplan-Mayer. La presenza o meno di cor-
rispondenza tra i livelli di espressione pro-
teica e quelli di mRNA & stata valutata

mediante correlazione di Pearson.
Risultati. Dal confronto tra i pazienti con

traslocazioni prognosticamente sfavore-
voli (1(9;22), t(4;11)) e i pazienti con alte-
razioni favorevoli (t(12;21)) & emersa
una differenza statisticamente significati-
va nell’espressione di Anxa2, presente a
livelli maggiori nel primo gruppo (p-value
<0,05). Sia a livello proteico sia di espres-
sione di mRNA, Anxa2 era maggiormente
espressa in 24 dei 77 pazienti studiati; in
questo gruppo 8 pazienti (33%) sono
andati incontro a recidiva, a differenza
del minor numero degli stessi osservato
nel gruppo di pazienti con livelli bassi di
espressione della proteina (8 su 53
pazienti (15%)). Inoltre, 5 pazienti (21%)
con Anxa2 elevata sono deceduti per
progressione di malattia, contro 1 solo
caso (2%) osservato nel gruppo con livel-
li bassi. La nostra analisi ha mostrato
una correlazione positiva tra i livelli di
espressione proteica e di mRNA (correla-
zione di Pearson 0,6). L'analisi multiva-
riata ha permesso di identificare Anxa2
come predittore indipendente di aggres-
sivita nella nostra popolazione. Nono-
stante tali dati evidenziassero I’esistenza
di una forte associazione tra gli elevati
livelli di Anxa2 e una peggiore prognosi,
a causa della eterogeneita di risposta al
trattamento tra i pazienti studiati che
implicava una stratificazione sulla base
del dato riguardante la malattia residua
minima, tale correlazione non raggiunge-
va la significativita statistica (Kaplan-
Mayer p>0.05). Infine, I'immunofluore-
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scenza e la successiva analisi citofluri-
metrica eseguiti sulle linee cellulari
(SEM e 697) hanno permesso di localizza-
re Anxa2 a livello della membrana cellu-
lare esterna, dove la proteina svolgereb-
be gran parte delle funzioni cellulari.
Conclusioni. Si tratta del primo studio
finora effettuato sull’espressione di
Anxa2 nelle LLA pediatriche. I nostri
risultati suggeriscono che Anxa2 rappre-
senta un marker di aggressivita nelle
LLA-B infantili, confermato questo dalla
correlazione della sua presenza ad eleva-
ti livelli nei pazienti e linee cellulari con
riarrangiamenti molecolari prognostica-
mente sfavorevoli, come MLL/AF4. La
valutazione dell’impatto prognostico
della sua espressione necessita di ulte-
riore studio da effettuare su una popola-
zione pill ampia e selezionata. Infine, la
stretta correlazione tra I’espressione
proteica e quella del’'mRNA suggerisce
una regolazione a livello trascrizionale
della produzione della proteina, dato
quest’ultimo utile ai fini di un potenziale
futuro target terapeutico.
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Introduzione. Le leucemie acute nei bam-
bini affetti da sindrome di Down (DS-
LLA) si presentano con un’alta inciden-
za, prevalentemente originano da cellule
precursori B (B-cell precursor, BCP) e
sono simili per eta alla diagnosi e immu-
nofenotipo alle LLA caratterizzate da
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iperdiploidia o t(12;21)."! Poiché queste
aberrazioni citogenetiche sono meno fre-
quenti nelle DS-LLA, & stata ipotizzata
I'esistenza di eventi genetici somatici
collaboranti alternativi. Recentemente &
stata riportata la presenza di una muta-
zione somatica attivante JAK2 nel 20%
delle DS-LLA. JAK2 mutato in R683 tra-
sforma le cellule Pro-B murine dipenden-
ti da citochine solo in presenza di eritro-
poietina o trombopoietina. Questi dati ci
hanno spinto a ipotizzare che JAK2 muta-
to possa cooperare con un recettore per
le citochine di tipo I con espressione
aberrante nelle BCP DS-LLA?
Materiali e metodiE. stato analizzato RNA
e DNA derivato da aspirati midollari alla
diagnosi di bambini con BCP LLA e sin-
drome di Down. Per lo studio genomico
sono stati utilizzati arrays Affymetrix; la
somiglianza tra DS-LLA e gli altri sottotipi
di BCP LLA & stata esplorata analizzando
le 1500 probe sets con la maggior devia-
zione standard tra i campioni AIEOP.
Sono stati usati due algoritmi di analisi
non supervisionata quali SPIN (Sorting
Points Into Neighborhoods) e PCA
(Principal Component Analysis, MATLAB
7.4 software). Per le analisi di espressio-
ne genica sono stati consultati i datasets
AIEOP (HG-U133 Plus 2.0), BFM e St. Jude
(HG-U133A). Il DNA genomico di 42 aspi-
rati midollari alla diagnosi di LLA e 34 dei
corrispondenti aspirati midollari alla
remissione sono stati genotipizzati con
Affymetrix GeneChip Human Mapping
100K. Le analisi mutazionali del gene per
il recettore per le citochine cytokine
receptor-like factor 2 (CRLF2), sono state
effettuate mediante sequenziamento o
FISH per identificare la traslocazione
IGH@-CRLF2 o la presenza di microdele-
zioni. Le qRT-PCR sono state effettuate
utilizzando il Applied-Biosystems TagMan®
Gene-Expression Assays.? Le analisi cito-
fluorimetriche (Becton-Dickinson Canto-
II, FlowJo software) sono state realizzate
su cellule primarie di LLA crio-preservate
dopo xenotrapianto in topi Nod/LtSzScid
[L2ynull. FLAG-mJAK2 wild-type e R683S
sono stati clonati nel vettore lentivirale
pHRSINCSGW, che contiene il promotore
SFFV e emerald-GFP come reporter. pMX-
hCRLF2 & stato usato come templato per
la generazione di mutazioni in CRLF2
attraverso mutagenesi sito-specifica
%QuikChangeTM-ll-XL, Stratagene).
tsultati. Le analisi non supervisionate di

espressione genica SPIN e PCA rivelano
che le DS-LLA sono marcatamente meno
omogenee degli altri sottotipi di BCP LLA
e non possono essere considerate come
un unico sottotipo molecolare. La signatu-
re di espressione genica comune costrui-
ta nel database AIEOP (792 geni up rego-
lati e 535 geni down regolati) € stata testa-
ta e rifinito su altri due datasets: selezio-
nando solo i geni con un pattern consi-
stente di espressione in almeno due dei
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tre datasets abbiamo ottenuto un profilo
DS-LLA costituito da 152 geni up e 199
geni down regolati in DS-LLA. 1l database
DAVID ha identificato la “Risposta agli sti-
moli di danno al DNA” quale pathway
maggiormente arricchito in DS-LLA e
BCL6 uno dei geni maggiormente up rego-
lati. La signature di BCL6 (identificata
mediante Oncomine) e il pathway in
risposta al danno al DNA sono consisten-
ti con lavori precedenti sull’'indebolita
risposta cellulare al danno al DNA nella
DS e alla prevalenza di traslocazioni cro-
mosomiche nel locus IgH nelle DS-LLA. 11
terzo dei geni maggiormente differenzian-
ti le DS-LLA ¢ il recettore per le citochine
CRLF2, over espresso nel 62% dei casi
(confermato con PCR quantitativa e ana-
lisi citofluorimetriche). Sono stati identi-
ficati casi con traslocazioni e delezioni
interstiziali gia descritte quali causa di
un’aberrante espressione di CRLF2.?
L’analisi dei geni differenzialmente
espressi tra pazienti con e senza l'up
regolazione di CRLF2 suggerisce nei primi
un’attivazione dei pathways downstream
a CRLF2 e la presenza della signature di
BCL6, che permette di ipotizzare un’asso-
ciazione biologica tra I'espressione di
BCL6 e gli eventi genomici che portano
all’over espressione di CRLF2. Per esami-
nare la presenza di una cooperazione tra
CRLF2 e JAK2 mutato sono state transfet-
tate cellule BaF3 esprimenti hCRLF2 con
vettori esprimenti mJAK2 wt e mutato
(R683S). La maggior crescita cellulare
osservata nelle cellule esprimenti
hCRLF2 e mJAK2 mutato dimostrano un
sinergismo tra CRLF2 e JAK2 (sia wt, ma
soprattutto mutato). Dal punto di vista
clinico, i pazienti con un’espressione di
CRLF2 media/alta hanno un’éta media
alla diagnosi inferiore e una minore pro-
babilita di sopravvivenza libera da eventi
rispetto agli altri. Analisi genomiche con i
100K SNP-arrays hanno dimostrato nelle
DS-LLA la presenza di delezioni gia
riscontrate nelle BCP LLA con frequenze
paragonabili a queste.’ Si nota una fre-
quenza piu alta di delezione di IKAROS
nelle DS_LLA che over esprimono CRLF2.
Conclusioni. Da questo lavoro emergono
due informazioni rilevanti. Primo, le DS-
LLA sono molto meno omogenee rispetto
agli altri sottotipi genetici di BCP-LLA. Le
DS-LLA che clusterizzano vicine non sono
molto simili tra loro suggerendo che la
condizione DS predispone ad un maggior
numero di sottotipi genetici rispetto alle
BCP-LLA. Secondo, nonostante questa
eterogeneita, I’espressione aberrante del
recettore per le citochine di tipo I CRLF2
€ un’anomalia comune ai due terzi dei
pazienti. CRLF2 da solo non ¢& in grado di
trasformare le cellule BaF3, ma in presen-
za di alti livelli di JAK2 wt, JAK2 mutato
(R683) o di mutazioni in CRLF2 che porta-
no ad una fosforilazione costitutiva di
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_‘wpm-
STATS5, conferisce alle cellule BaF3 un’au-
mentata capacita di crescita indipenden-
te dalle citochine. Questo dimostra per la
prima volta che la cooperazione tra que-
ste due proteine conferisce un vantaggio
nella crescita e sopravvivenza delle cellu-
le. Questi dati ci consentono di proporre
un modello per il ruolo di CRLF2 nell’evo-
luzione delle LLA nei pazienti con DS, nel
quale nel 60% dei pazienti un evento
genomico causa I'espressione aberrante
di CRLF2 che provoca I'’espansione di un
clone pre-leucemico, il clone pre-leucemi-
co acquisisce aberrazioni genetiche addi-
zionali come mutazioni attivanti in JAK2
o CRLF2 o eventi che coinvolgono il
pathway JAK/STAT. Le analisi bioinforma-
tiche rivelano un arricchimento per i geni
attivati da BCL6 e coinvolti nei pathways
di riparazione al danno al DNA, questo ci
permette di speculare che la condizione
DS puo predisporre allo sviluppo di LLA
attraverso un’instabilita genomica speci-
fica delle cellule B che coinvolge BCL6. |
nostri dati implicano che terapie che
abbiano come target il pathway di
JAK/STAT potrebbero essere rilevanti per
la maggior parte delle DS-LLA. Dal
momento che CRLF2 & un recettore coin-
volto in disturbi infiammatori e allergici,
e possibile che anticorpi specifici per
CRLF2 gia sviluppati per questi disturbi
possano essere utilizzati in terapie di LLA
con espressione aberrante di CRLF2.
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Introduzione. TEL-AMLI, prodotto dalla
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traslocazione cromosomica t(12;21), & il
gene di fusione pit comune nella LAL
pediatrica. La fusione si verifica solita-
mente durante I'’emopoiesi fetale ed &
insufficiente per la trasformazione leuce-
mica completa, generando piuttosto un
clone pre-leucemico di precursori B clini-
camente silente che pud mantenersi nel-
I'individuo fino a 15 anni. La transizione
dalla fase pre-leucemica alla malattia
conclamata avviene in seguito a mutazio-
ni secondarie post-natali ed evidenze
epidemiologiche suggeriscono che in
questa conversione potrebbe avere un
ruolo importante una risposta immunita-
ria anomala. In precedenza abbiamo
dimostrato che TEL-AMLI ha un effetto
inibitorio sulla risposta a TGF,, un fattore
apoptotico prodotto dai linfociti T nel
corso di una potente reazione infiamma-
toria.' In tale contesto il clone pre-leuce-
mico TEL-AMLI positivo potrebbe aver
un vantaggio competitivo nella prolifera-
zione o nella sopravvivenza a stimoli
apoptotici, e quindi ricevere eventi
mutazionali addizionali che determinano
la trasformazione leucemica completa.
Anche il micro-ambiente midollare
potrebbe essere importante per il mante-
nimento del clone pre-leucemico.
Pertanto vogliamo indagare i meccani-
smi che sostengono il clone TEL-AMLI
positivo promuovendone la persistenza
a lungo termine nel midollo osseo.
Materiali e metodi. Abbiamo utilizzato la
linea Ba/F3 murina e colture primarie di
cellule preBl murine. TEL-AMLI1 & tra-
scritto sotto il controllo di un sistema di
espressione inducibile (Invitrogen).

Per gli esperimenti di chemiotassi in
vitro sono state utilizzate Transwell
(Corning Costar) con membrana a pori
con diametro di 8 um. Sono state carica-
te 5x10° cellule risospese in 100 uL di
RPMI 1% FBS, mentre nei pozzetti inferio-
ri sono stati depositati 600 uL dello stes-
so terreno addizionato o meno di
CXCL12 umano 100 ng/mL (PeproTech).
Dopo 3 ore di incubazione, le cellule
migrate nel pozzetto inferiore sono state
fissate e contate al FACS. Linternaliz-
zazione di CXCR4 in seguito all’esposizio-
ne a CXCL12 & stata determinata incu-
bando le cellule Ba/F3 con o senza
CXCL12 100 ng/ml (PeproTech) per 15,

30, 60 e 90 minuti a 37°C.
Risultati preliminari. L'espressione di

TEL-AMLI induce un’alterazione della
morfologia cellulare in Ba/F3, caratteriz-
zata dall’acquisizione di lunghe estensio-
ni. Tali modificazioni morfologiche sono
accompagnate da alterazioni del fenoti-
po: TEL-AMLI up-regola le molecole di
adesione CD44 e CD54, le integrine CD18,
CD11la e CD11b, e I'antigene CD135/FLT3,
che oltre ad essere un proto-oncogene e
a svolgere un ruolo importante nella pro-
liferazione cellulare e nella sopravviven-
za, € in grado di regolare la migrazione
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delle cellule ematopoietiche, modulando
I'asse CXCL12/CXCR4. D’altra parte TEL-
AMLI causa una down-regolazione delle
integrine CD49d e CD49e. Tali risultati,
confermati anche in pre BI, sono in linea
con quanto descritto da altri gruppi che
hanno dimostrato come alterazioni del-
I'espressione e della funzione di moleco-
le di adesione e recettori chemochinici
nei blasti leucemici possano determinare
risposte adesive e migratorie anomale.**
Infatti abbiamo osservato che, sia in
Ba/F3 che in pre Bl, ma non nella linea
cellulare REH (TEL/AMLI positiva), TEL-
AMLI inibisce la capacita migratoria
delle cellule verso CXCL12, un potente
chemoattrattore che richiama i precur-
sori B nel midollo. Il deficit migratorio
verso CXCL12 non & imputabile a difetti
generali della motilita, né ad alterazioni
dell’espressione o del riciclo del suo
recettore CXCR4.

Conclusioni. 1 risultati preliminari che
abbiamo ottenuto sono di particolare
interesse, in quanto numerose evidenze
in vitro e in vivo suggeriscono che il
signalling dell’asse CXCL12/CXCR4, in
altri contesti garantisce alle cellule leu-
cemiche, come ai progenitori ematopoie-
tici normali, I’homing ed il mantenimento
nel microambiente midollare, favorendo-
ne la crescita, la sopravvivenza e la resi-
stenza ai chemioterapici. D’altra parte
anomalie morfologiche e difetti della
migrazione verso CXCL12 similari a quel-
li riscontrati nel nostro studio sono stati
identificati anche nei campioni di alcuni
pazienti LAL® e nelle cellule di pazienti
con leucemia mieloide cronica o trasdot-
te con BCR-ABL1.** Quindi il ruolo dell’as-
se CXCL12/CXCR4 nella leucemia sembra
essere piu complesso di quanto sappia-
mo finora. Infatti & stato dimostrato che i
blasti LAL non responsivi a CXCL12 nei
saggi di migrazione in vitro, sono pero
capaci di dare engraftment nei topi
NOD/SCID, indicando che potrebbero
esistere altri meccanismi chemiotattici
che direzionano il traffico delle cellule
LAL dal circolo sanguigno nel midollo, e
che le attirano e trattengono forse in nic-
chie diverse da quelle popolate dalle cel-
lule staminali ematopoietiche normali.
Per approfondire tale aspetto intendiamo
studiare in vivo 'homing dei precursori B
murini TEL-AMLI positivi in topi riceventi
wild-type, per indagare se le cellule pre-
leucemiche, che mostrano un’espressio-
ne alterata delle molecole di adesione e
proprieta migratorie anomale, risiedano
in una delle nicchie fisiologiche, da cui
ricevono i segnali di sopravvivenza, o se
siano disseminate nel midollo. Inoltre
sara interessante studiare la funzionalita
di CXCR4, valutando Il'attivazione del
segnale a valle per identificare a quale
livello del pathway TEL-AMLI determina il
blocco della risposta chemotattica.
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Introduzione. Circa il 75% dei pazienti con
leucemia linfoblastica acuta (LLA) otten-
gono la remissione completa e duratura;
tuttavia, il 25% dei casi presenta una
ripresa della malattia, altamente resisten-
te alla terapia e spesso causa di morte del
paziente, nonostante approcci terapeuti-
ci aggressivi come il trapianto di cellule
staminali emopoietiche. E inoltre stimato
che un analogo 25% dei pazienti che oggi
guarisce grazie ai trattamenti intensivi
adottati, potrebbe ottenere lo stesso
risultato con terapie meno intensive e pit
mirate, con un significativo beneficio in
termini di effetti collaterali a lungo termi-
ne. La comprensione della patogenesi
molecolare della malattia e delle basi bio-
logiche della diversa risposta clinica rap-
presentano le sfide piu rilevanti della
ricerca nel campo della LLA del bambino
dei prossimi anni, per identificare nuovi
fattori prognostici e nuovi target terapeu-
tici. Nell’ambito della proficua collabora-
zione europea con il gruppo cooperativo
[-BFM, I'AIEOP ha contribuito a dimostra-
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re che I'analisi molecolare della malattia
residua minima (MRM) valutata nei primi
tre mesi di trattamento costituisce il
parametro piu sensibile e indipendente
per identificare pazienti con diversa pro-
gnosi, oggi principale fattore di selezione
dei pazienti nei protocolli della LLA.
Tuttavia, i gruppi di rischio definiti dalla
MRM mantengono un elevato grado di
eterogeneita biologica e clinica (pazienti
nel gruppo a basso rischio che ricadono
e pazienti con esito favorevole nel grup-
po ad alto rischio). Tuttora non & anco-
ra noto quali siano i meccanismi funzio-
nali della diversa risposta alla terapia.
Inoltre, fattori prognostici ottimali do-
vrebbero migliorare I’ accuratezza nella
stratificazione dei pazienti nei protocolli
terapeutici della LLA.

Materiali e metodi. Tra i circa 350
casi/anno di LLA di linea B e T diagnosti-
cati con metodiche convenzionali e MRM
e arruolati a protocolli AIEOP, verranno
selezionati sottogruppi di pazienti sulla
base della risposta alla terapia (MRM) e
assenza di lesioni genetiche note, cui
verranno applicate le pili aggiornate tec-
nologie di indagine cellulare e molecola-
re secondo la seguente modalita: Analisi
morfologica, istochimica, immunofenoti-
pica. Analisi citogenetica e molecolare
per identificare aberrazioni geniche note
Analisi molecolare e immunofenotipica
della malattia residua minima. Analisi del
profilo cromosomico strutturale (tecno-
logia Affymetrix). Analisi del profilo di
espressione genica (tecnologia Affy-
metrix). Analisi del profilo di espressione
di microRNA (Applied Biosystems Low
density cards e tecnologia Affymetrix)).
Analisi dello stato di attivazione delle vie
di trasduzione del segnale (analisi fosfo-
proteomica RPPA). I dati ottenuti verran-
no integrati per un’analisi complessiva,
in modo da ottenere associazione tra le
diverse variabili biologiche e con la pro-
gnosi e la risposta clinica alla terapia dei
pazienti. Test funzionali saranno neces-
sari per confermare i risultati ottenuti e
caratterizzare i meccanismi patogeneti-
ci.

Risultati attesi. 1. Identificare fattori pro-
gnostici indipendenti per nuovi criteri di
stratificazione dei pazienti a protocolli
terapeutici. La MRM consente di identifi-
care tre gruppi di rischio entro il terzo
mese di chemioterapia comune, mentre
la disponibilita di fattori prognostici alla
diagnosi consentirebbe di differenziare
la terapia fin dal suo inizio; 2. Identificare
proteine bersaglio per trattamenti farma-
cologici mirati; 3. Identificare profili di
espressione genica correlati alla progno-
si; 4. Identificazione, di proteine coinvol-
te nelle vie di trasduzione del segnale
nelle cellule tumorali; 5. Identificazione
di microRNA con ruolo di regolazione
biologica nelle leucemie.

Conclusioni e prospettive future. L'integra-
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zione delle nuove tecnologie disponibili
consente un approccio complessivo
all’eterogeneita della malattia, per chiari-
re le basi molecolari della diversa rispo-
sta alla terapia.

La definizione di proteine specifiche di
sottogruppi prognostici permettera di
porre le basi per sviluppare e sperimen-
tare farmaci diretti a bersagli identificati,
in alternativa o in associazione alla tera-
pia multi-chemioterapica convenzionale.
Si ritiene che tale approccio rappresenti
la condizione per garantire ai bambini
italiani con LLA un continuo progresso
nella probabilita di cura, riducendo la
morbilita e mortalita associate agli attua-
li protocolli multi-chemioterapici.

I risultati richiederanno la convalida in
un’ampia casistica prospettica.
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TRAPIANTO DI MIDOLLO OSSEO
ALLOGENICO IN PAZIENTI CON
LEUCEMIA LINFOBLASTICA
ACUTA

L. Di Maio,' S. Songia,? S. Bonanomi,'
A. Rovelli,! A. Biondi,"* G. Cazzaniga,*
A. Balduzzi'

'Clinica Pediatrica Universita Milano-
Bicocca, Ospedale San Gerardo, Monza,
2Centro Ricerca M. Tettamanti, Clinica
Pediatrica Universita Milano-Bicocca,
Monza

Introduzione. La recidiva di leucemia lin-
foblastica acuta (LLA) dopo trapianto di
midollo osseo (TMO) ha prognosi infau-
sta; I’analisi della malattia residua mini-
ma (MRM) € uno strumento prognostico
che puo offrire opportunita di intervento
precoce.

Pazienti e metodi. Presso la Clinica
Pediatrica di Monza i pazienti sottoposti
a trapianto per LLA vengono analizzati
per MRM al TMO e a +1, +3, +6, +9 e +12
mesi, o in base all’ andamento clinico,
tramite RQ-RCR per marcatori Ig/TcR
clone-specifici. Ai fini di questa analisi, la
MRM ¢& considerata positiva al TMO se
>1x10* e successivamente al TMO, se
positiva, a qualunque livello di sensibili-
ta. Da maggio 2001 a febbraio 2009, con 6
mesi di follow-up minimo potenziale,
sono stati analizzati per MRM 57 (eta
mediana 8 anni) di 70 pazienti consecuti-
vi pediatrici (eta alla diagnosi <18 anni, al
trapianto < 21 anni) sottoposti a trapian-
to allogenico di midollo osseo per LLA in
prima (n=16), seconda (n=33) e terza
(n=8) remissione completa (RC); per 13
pazienti non & stato disponibile materiale
di malattia per lo studio (n=7) o non &
stato possibile identificare un marcatore
di malattia (n=6, 2 recidive midollari e 4
extramidollari). I pazienti hanno ricevuto
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cellule ematopoietiche da sangue midol-
lare (n=47, 2 dei quali associato a sangue
cordonale), periferico (n=9) o cordonale
(n=1) da donatore familiare (n=23) che
era HLA identico (n=17) o compatibile
(n=2; 8/10) o aploidentico (n=4) o da
donatore non familiare (n=34; 15 con
compatibilita 10/10, 10 con 9/10, 7 con
8/10 e 2 con 7/10). E’ stato utilizzato un
regime di condizionamento mieloablativo
in 48 casi, che ha incluso irradiazione
corporea totale in 47 casi, associata a
ciclofosfamide (n=9), etoposide (n=15) o
entrambi (n=21) o tiotepa e fludarabina
(n=2); in un paziente inferiore all’anno &
stato utilizzato regime di condizionamen-
to con busulfano, ciclofosfamide e mel-
phalan; nei pazienti sottoposti a secondo
trapianto (n=9), dopo trapianto autologo,
sono stati utilizzati regimi di condiziona-
mento ad intensita ridotta. La profilassi
della GVHD & consistita in ciclosporina
nel TMO da fratello HLA identico (+me-
thotrexate in 3 casi di ricevente >14 anni),
in ciclosporina associata a MTX+ATG nel

TMO da altro donatore.
Risultati: outcome del TMO. Dei 57

pazienti, 28 hanno sviluppato GvHD
acuta di II-IV grado. Il follow-up & stato
aggiornato al 30/08/09 e la durata
mediana del follow-up per i pazienti vivi
in continua RC & di 48 mesi. Dei 57
pazienti in studio, 31 pazienti sono in
vivi in RC, 8 sono deceduti in RC e 18
sono deceduti dopo recidiva (mediana 5
mesi, range 2-24). MRM al TMO.
All’analisi MRM al momento del trapian-
to 24 (8 in 1IRC, 14 in 2RC e 2 in 3RC)
pazienti erano positivi, mentre 33 (8 in
1RC, 19 in 2RC, e 6 in 3RC) erano negati-
vi. Dei 24 pazienti con MRM positiva al
TMO 12 (50%) sono recidivati ad una
mediana di 3 mesi (range: 2-9 ms) dal
TMO e dei 33 pazienti con MRM negati-
va al TMO 6 (18%) sono recidivati ad
una mediana di 10 mesi (range: 3-24 ms
). Pertanto il test MRM ha presentato
una sensibilita del 67% e una specificita
del 70%; la predittivita del test negativo
& stata dell’82% e la predittivita del test
positivo & stata del 50%. MRM post TMO.
Nei 24 pazienti positivi al TMO la MRM
post-trapianto & rimasta sempre positi-
va in 8 pazienti che sono tutti recidivati
e si € negativizzata in almeno un punto
in 16. Dei 16, 10 sono successivamente
rimasti sempre negativi, dei quali 9
sono in RC e 1 & deceduto in RC, e 6
hanno ripresentato almeno un punto
positivo, 4 dei quali sono recidivati. Nei
33 pazienti negativi al TMO, la MRM
post-trapianto € rimasta sempre negati-
va in 30, 3 dei quali sono recidivati, tutti
oltre I'anno dal TMO, mentre 3 si sono
positivizzati a 6 mesi dal TMO, con suc-
cessiva recidiva ad un intervallo di 3, 8,
e 8 mesi dalla prima positivizzazione
post-TMO. I casi che hanno presentato
almeno un valore positivo di MRM post-
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trapianto, ma che non sono recidivati,
avevano un valore stabile o decrescente
e comunque inferiore a 5x10*.
Conclusioni. In conclusione, la positivita
della MRM al TMO é associata ad un
aumentato rischio di recidiva; la positivi-
ta della MRM post-trapianto € associata
quasi invariabilmente a recidiva. Per-
tanto sono auspicabili strategie di immu-
nomodulazione nei pazienti con MRM
positiva.
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Introduzione. Le leucemie mielomonocit-
che giovanili (JMML) sono disordini rari
dell’eta pediatrica. Sono caratterizzate
da un’eccessiva proliferazione delle cel-
lule monocitiche e granulocitiche' e da
un’ipersensibilita al fattore stimolante
colonie granulocitiche-macrofagiche
(GM-CSF) causata dall’incapicita di
down-regolare la via dipendente da Ras>
Circa il 75% dei soggetti con JMML pre-
sentano mutazioni, mutualmente esclusi-
ve, dei geni KRAS, NRAS, PTPNI11 e NFI'.
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Le JMML sono caratterizzate da un
decorso clinico aggressivo con una
sopravvivenza media nei bambini non
trapiantati inferiore ai 12 mesi dalla dia-
gnosi®. Attualmente I'unico trattamento
possibile per i pazienti con JMML & il tra-
pianto di cellule staminali. L'eta alla dia-
gnosi e la percentuale di emoglobina
fetale (HbF) sono gli unici parametri cli-
nici identificati dal’lEWOG-MDS per la
predizione della prognosi e della soprav-
vivenza'.

Materiali e metodi. Abbiamo ottenuto il
profilo d’espressione genica, mediante
piattaforma Affymetrix HG U133 Plus 2.0,
di 44 pazienti alla diagnosi di JMML. Il
profilo ottenuto & stato poi analizzato
utilizzando il classificatore DC model svi-
luppato durante lo studio MILE in grado
di distinguere 16 sottoclassi di leucemia
acuta e cronica, sindromi mielodisplasti-
che (MDS) e non-leucemia’. Analisi stati-
stiche sono state utilizzate per determi-
nare il valore prognostico della classifi-
cazione ottenuta mediante il DC model.
Mediante “R” software, utilizzando i 538
geni del classificatore sono stati identifi-
cate le possibili pathways associate ai

due gruppi prognostici.
Risultati. ’analisi del profilo d’espressio-

ne genica (GEP) mediante il classificato-
re DC model ha permesso di suddividere
i pazienti JMML in due gruppi principali.
Venti pazienti sono stati classificati nella
sottoclasse delle leucemie mieloidi acute
(AML) senza abberazioni note chiamate
successivamente nello studio come
AMlL-like; 18 pazienti sono stati classifi-
cati come non-leucemia e 2 pazienti
come leucemia linfatica cronica (CLL);
questi ultimi 20 pazienti sono stati rag-
gruppati nel gruppo non AML-like.
Quattro pazienti presentavano una bassa
confidenza di classificazione e pertanto
sono stati esclusi dalle future analisi.

La suddivisione dei pazienti JMML nei 2
gruppi ottenuta dal classificatore tra
AMlL-like e non AML-like presenta un
significato prognostico. L'overall survival
dalla diagnosi dei 20 pazienti classificati
come AML-like € del 7% e quella del grup-
po non AML-like del 74% (p=0.0005).
Considerando solo i 35 pazienti che
hanno ricevuto il trapianto I'overall survi-
val dal trapianto € del 9% e del 73% per il
gruppo AML-like e non AML-like, rispetti-
vamente (p=0.0025). L'event free survival
(EFS) ai 10 anni dal trapianto ¢ del 6%
per i pazienti classificati come AML-like e
del 63% per i pazienti non AML-like
(p=0.001). Nell’analisi univariata solo
I'eta alla diagnosi maggiore di 2 anni e la
presenza della monosomia del cromoso-
ma 7 risultano essere statisticamente
significative come predittori di prognosi
peggiore; la presenza delle mutazioni nei
geni RAS, PTPNII e NFI risulta essere
equamente distribuita tra i 2 gruppi iden-
tificati. Considerando i fattori in grado di
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influenzare I’EFS nell’analisi multivariata
solo il risultato ottenuto dalla classifica-
zione basata sull’analisi del profilo
d’espressione risulta essere statistica-
mente significativa con un rischio di falli-
re il trattamento del 3.25 (p=0.046).
Presupponendo che vi fosse un’evoluzio-
ne della malattia nel tempo verso una
forma piu aggressiva alla ricaduta abbia-
mo analizzato mediante il DC model il
profilo d’espressione genica di 8 pazienti
con materiale disponibile sia alla diagno-
si di JMML sia alla ricaduta. Dai risultati
ottenuti emerge che i pazienti JMML pre-
sentano la stessa signature sia alla dia-
gnosi sia alla ricaduta.

Conclusioni. Dal nostro studio emerge
che l'analisi del profilo d’espressione
genica mediante I'utilizzo del DC model
suddivide le JMML in due sottogruppi
con significato prognostico. 1 pazienti
JMML classificati come AML-like presen-
tano una sopravvivenza peggiore sia
dalla diagnosi sia dal trapianto rispetto
ai pazienti JMML classificati come non
AML-like. Inoltre la classificazione evi-
denzia come vi possa essere una maggio-
re possibilita del gruppo non AML-like
rispetto al gruppo AML-like di beneficia-
re del trapianto di cellule staminali.
L’'analisi del GEP mediante DC model
risulta essere un importante strumento
prognostico nei pazienti JMML superiore
a tutti gli altri parametri clinici fino ad
ora disponibili.
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Introduzione. Studi d’espressione genica
mediante microarray hanno evidenziato
come l'elevata espressione dei geni
HOXA10, HOXA9, HOXA7 e HOXAS5 sia una
caratteristica peculiare delle leucemie
acute sia linfoblastiche (LLA) di tipoB, T
che mieloidi (LMA) e con traslocazioni a
carico del gene MLL."* Studi condotti in
vitro ed in vivo hanno tuttavia messo in
discussione il ruolo dei geni HOXA nella
leucemogenesi delle LMA con riarrangia-
menti MLL.* Inoltre, & stata descritta una
linea cellulare linfoide con t(4;11) con una
bassa espressione dei geni HOXA.® In que-
sto studio abbiamo valutato se una simile
down regolazione dei geni HOXA fosse
presente in pazienti con LLA a cellule pre-
cursori B (BCPs) e t(4;11).

Materiali e metodi. 11 profilo d’espressione
genica di 32 aspirati midollari o sangue
periferico di pazienti all’esordio (22 infant
e 10 non infant) con LLA B e t(4;11), di 7
aspirati midollari di controlli normali e di
5 linee cellulari (RS4;11, SEM, MV4;11,
THP-1 e NOMO-1) & stato ottenuto
mediante arrays Affymetrix HG-U133 Plus
2.0. L’ analisi dei dati di espressione geni-
ca e stata effettuata impiegando il softwa-
re R (www.r-project.org); i tools DAVID e
Ingenuity Pathways Analysis 6.5 sono
stati utilizzati per le analisi dei networks e
di gene ontology (GO). L espressione rela-
tiva di HOXA9 é stata valutata mediante
gRT-PCR con SYBR Green impiegando
come calibratore cellule CD19+ separate
da sangue periferico, GUS B come referen-

ce gene ed il metodo del 2™,
Risultati. L'analisi del profilo d’espressio-

ne dei geni HOXA5, HOXA9 e HOXA10 nei
32 pazienti ha permesso di suddividere i
campioni in due sottogruppi: il primo
(n=23), indicato come “HOXA high”, pre-
senta un’elevata espressione dei geni
HOXA mentre il secondo (n=9), indicato
come “HOXA low”, presenta una minore
espressione degli stessi geni HOXA. Tutte
le linee cellulari presentano un’elevata
espressione dei geni HOXA. La diversa
espressione di HOXA9 nei due gruppi &
stata confermata mediante qRT-PCR in 22
pazienti all’esordio e 2 coppie
esordio/ricaduta ed e risultata essere sta-
tisticamente significativa (p=0.0002).
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Inoltre, il livello di espressione di HOXA9
rimane inalterato nei due pazienti (uno
“HOXA high” ed uno “HOXA low”) analiz-
zati sia all’esordio che alla ricaduta. La
suddivisione dei pazienti in “HOXA high”
e “HOXA low” non ¢ il risultato della sola
diversa espressione dei geni HOXAS,
HOXA9 e HOXA10. Infatti, 'analisi supervi-
sionata tra i pazienti “HOXA high” e
“HOXA low” ha individuato 225 geni
(p=<0.05) differentemente regolati tra i due
gruppi. Nei pazienti “HOXA low”, i geni
over espressi sono riconducibili a pro-
cessi biologici quali la proliferazione, la
morfogenesi e lo sviluppo cellulare (es.
PDGFA, VEGFA, BMP2, CDKN2A e
POUZF2). 1 geni down-regolati (es. HOXA3,
HOXA6, HOXA5, HOXA9, HOXA7, HOXA10,
IRX3, ZNF503, RUNX2, HISTIH2AC) afferi-
scono a processi biologici quali la regola-
zione della trascrizione, il modellamento
della cromatina e lo sviluppo cellulare vin-
colato ai geni HOXA. Successivamente,
usando 7 campioni di controlli normali,
sono stati identificati sia i geni comuni
che quelli esclusivamente espressi dai
due gruppi di pazienti (“HOXA high” e
“HOXA low”).

L’analisi dei network tra i geni up- e down-
regolati espressi sia nei pazienti “HOXA
low” che “HOXA high” ha evidenziato
come alcuni geni (es. PLAGLI, ELL, NQO2,
STKI17A e JDP2) presentino un’elevata
correlazione con TP53, gene up-regolato
in tutti i pazienti analizzati.

I geni up-regolati nei soli pazienti “HOXA
high” (es. RUNXI, RUNX2, MLL3 e
HISTH2AK) sono coinvolti in processi bio-
logici quali la regolazione della trascrizio-
ne e della cromatina mentre i geni down-
regolati (es. JAKI, PDCD4, VEGFA) afferi-
scono alla regolazione dell’apoptosi, alla
trasduzione del segnale e allo sviluppo
cellulare. Nei soli pazienti “HOXA low”, i
geni over espressi (es. VEGFA, PDGFA e
ALDHI8AT) sono riconducibili a processi
biologici quali la regolazione del metabo-
lismo e la differenziazione cellulare men-
tre i geni down-regolati (es. SODZ2,
TNFSF13B e KLFI1I) a processi quali la
risposta immunitaria, l'inibizione del-
I'apoptosi e la risposta allo stress. Infine,
nessuna correlazione significativa e stata
individuata tra i sottogruppi “HOXA high”
e “HOXA low” e dati clinici quali la conta
dei bianchi all’esordio, I'eta alla diagnosi,
la classe di rischio, la risposta al predni-
sone al giorno +8 e I’ event free survival.
Tuttavia, tutti i pazienti “HOXA low” sono
infant con eta alla diagnosi < ai 6 mesi.
Conclusioni. La diversa espressione di
HOXA5, HOXA9 e HOXAIO risulta essere
un fattore inaspettato in grado di suddivi-
dere il gruppo omogeneo dei pazienti con
LLA B e t(4;11) in due sottogruppi con un
profilo d’espressione ben distinto. I
pazienti “HOXA low” esprimono un mag-
gior numero di geni riconducibili allo svi-
luppo e alla crescita cellulare. I pazienti
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“HOXA high” presentano una maggior
espressione di geni coinvolti nella regola-
zione della trascrizione. Sebbene caratte-
rizzati da due diversi profili d’espressione
genica, i pazienti “HOXA high” e “HOXA
low” presentano un simile decorso della
malattia. E altresi interessante notare che
i pazienti con una bassa espressione dei
geni HOXA5, HOXA9 e HOXA10 sono tutti
infant con eta alla diagnosi < a 6 mesi.
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Introduzione. Le nuove tecnologie che
permettono di studiare le aberrazioni
che avvengono nelle cellule tumorali, a
livello delle vie di trasduzione del segna-
le, sono un valido strumento per identifi-
care nuovi target molecolari per terapie
paziente-specifiche piu efficaci e meno
tossiche. Le informazioni riguardo ad
un’errata regolazione dei processi che
controllano la proliferazione, la differen-
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ziazione e la morte cellulare sono percio
fondamentali per capire il meccanismo
di crescita tumorale e identificare le pro-
teine attivate in modo anomalo che
potrebbero rappresentare nuovi bersagli
molecolari per terapie mirate. Allo scopo
di ottenere queste informazioni, nella
prima parte del nostro studio ¢ stata uti-
lizzata la tecnica dei Reverse Phase
Protein Arrays (RPPA)'* per analizzare il
profilo fosfoproteomico, quindi lo stato
di attivazione, dei blasti leucemici in 118
pazienti pediatrici affetti da B-ALL
all’esordio. La correlazione tra i livelli di
attivazione delle vie di trasduzione del
segnale e le caratteristiche clinico-mole-
colari dei pazienti ci ha permesso di
identificare alcuni possibili nuovi marca-
tori molecolari che necessitano di essere
validati con ulteriori e approfonditi studi
funzionali. Nella seconda parte dello stu-
dio abbiamo cominciato la validazione
del primo risultato ottenuto dall’analisi
RPPA utilizzando linee cellulari modello
e uno specifico inibitore chinasico.

Materiali e metodi. E stato analizzato lo
stato di attivazione di 92 diverse protei-
ne in 118 pazienti pediatrici affetti da B-
ALL tramite RPPA. I dati ottenuti sono
stati sottoposti ad analisi statistiche allo
scopo di identificare le vie di trasduzione
del segnale attivate in modo differente
nei diversi sottogruppi di pazienti. Sulla
base dei risultati ottenuti & stato quindi
testato mediante analisi in vitro I'effetto
del Compound C, inibitore della proteina
AMPXK, sulla sopravvivenza di linee cellu-
lari di B-ALL con riarrangiamento del
gene MLL (SEM e RS4;11) e non trasloca-
te (MHH-CALL-2 e MHH-CALL4). E’ stato
determinato tramite saggio di prolifera-
zione cellulare (MTT) I'IC50 per ciascuna
linea allo scopo di stabilire la diversa
sensibilita all'inibitore e determinare le
condizioni ottimali di trattamento per
studiare gli effetti indotti dall’inibizione
di AMPK. Inoltre, sono in corso ulteriori
saggi di apoptosi mediante misurazione
dell’annessina V e PI, analisi del ciclo cel-
lulare, studio di marcatori di differenzia-
mento tramite citometria a flusso e di
proteine coinvolte nell’apoptosi tramite

western blot.
Risultati. Dall’analisi dei dati ottenuti con

i RPPA & stato osservato I'aumento del
segnale di alcune proteine nei gruppi di
pazienti a prognosi peggiore: (i) Il primo
risultato interessante & emerso dal con-
fronto tra i pazienti non traslocati e quel-
li riarrangiati per il gene MLL. In questi
pazienti, caratterizzati da un outcome
sfavorevole, € risultata iperattivata un’in-
tera via che, attraverso la produzione di
ossido nitrico, porta all’attivazione di
Bcl-2 (3): LKB1 S428 — AMPK o S485 and
AMPK, S108 — eNOS S116 — Bcl-2 S70.
L’attivazione di Bcl-2 conferisce alla cel-
lula tumorale resistenza all’apoptosi, e
questo potrebbe contribuire alla scarsa
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risposta alla terapia osservata in questi
pazienti. (ii) Il secondo risultato interes-
sante riguarda i pazienti che non rispon-
dono al giorno +8 (Prednisone Poor
Responders, PPR). Nei pazienti che
rispondono alla terapia cortisonica al
giorno +8 (Prednisone Good Responders,
PGR), & risultata inibita la chinasi Lck.
L'inibizione di questa proteina, membro
della famiglia Src, tramite farmaci gia in
uso come il BMS-354825 (Dasatinib) e
I’STI-571 (Imatinib) & gia stata dimostrata
essere in grado di indurre apoptosi nei
linfociti T." Nei pazienti PPR questa chi-
nasi non ¢ inibita, e sara quindi interes-
sante valutare se inibitori di Lck potreb-
bero essere di supporto alle terapie tra-
dizionali nel trattamento di questi
pazienti. (iii) E stata infine condotta
un’analisi di Relapse Free Survival (RFS)
sui pazienti arruolati nei protocolli
AIEOP LLA 88, 91, 95 e 2000 allo scopo di
identificare proteine correlate ad una
maggiore aggressivita della malattia. E
risultato che pazienti con livelli di Ciclina
E superiori a 1.228 hanno una maggiore
probabilita di ricadere: 15 su 28 pazienti
(563%) con alti livelli di Ciclina E ricado-
no, mentre tra gli 84 pazienti con bassa
Ciclina E solo 14 ricadono (17%). Inoltre,
alti livelli di Ciclina E sono stati trovati in
6 su 7 pazienti con riarrangiamento del
gene MLL, 3 su 3 pazienti con la t(9;22) e
4 su 5 pazienti High Risk per malattia
residua minima (MRM), mentre bassi
livelli di Ciclina E sono stati rilevati in 16
su 19 pazienti Standard Risk per MRM.

Allo scopo di approfondire il primo di
questi risultati, 'attivazione della via di
AMPK nelle B-ALL MLL riarrangiate, sono
in corso le analisi sull’effetto dell’inibi-
zione di AMPK in linee cellulari selezio-
nate come modello in vitro: SEM e RS4;11
come modello di B-ALL con t(4;11), e
MHH-CALL-2 e MHH-CALL-4 come con-
trolli. Per inibire AMPK viene usato il suo
inibitore specifico Compound C.°
Tramite test MTT e saggi di apoptosi &
stata messa in luce la sensibilita estrema-
mente diversa di queste linee cellulari
all'inibizione dellAMPK: mentre per le
linee con riarrangiamento MLL gia a 48
ore, alla concentrazione 6 uM di
Compound C, si osserva solo il 50% di
cellule vive, le linee non traslocate risul-
tano fino alle 96 ore, 50uM Compound C,
completamente insensibili. Lo spegni-
mento dell’intera via in seguito all’inibi-
zione dell’AMPK nelle SEM e nelle RS4;11
¢ stato verificato tramite Western Blot.
Per approfondire I'apoptosi indotta dal
Compound C nelle linee MLL riarrangia-
te, sono ora in corso analisi per studiare
le alterazioni del ciclo cellulare e le varia-
zioni dei marker di differenziamento e
delle proteine coinvolte nell’apoptosi.

Conclusioni. Questo lavoro sottolinea
I'importanza dello studio dell’attivazione

[Pediatric Reports 2009; 1:s1]

delle vie di trasduzione del segnale come
strumento per I'identificazione di disor-
dini molecolari nelle B-ALL pediatriche.
Proteine che hanno un ruolo nella
sopravvivenza e nella proliferazione cel-
lulare come AMPK, Lck e la Ciclina E
sono risultate essere iperattivate o ipere-
spresse nei sottogruppi di pazienti a pro-
gnosi peggiore, e potrebbero rappresen-
tare nuovi bersagli molecolari per farma-
ci inibitori delle chinasi di recente svilup-
po o gia utilizzati in terapia in differenti
contesti clinici. L'inibizione del’AMPK
risulta infatti essere efficace nell'indurre
I’apoptosi nelle cellule con riarrangia-
mento del gene MLL. I risultati finora
ottenuti incoraggiano quindi futuri studi
funzionali di validazione dei diversi tar-
get identificati. La scoperta dei meccani-
smi molecolari alla base della resistenza
risultera importante per disegnare tera-
pie personalizzate e migliorare la stratifi-
cazione dei pazienti e la prognosi.
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Introduzione. La leucemia mieloide acuta
(LMA) & un tumore del sangue derivante
dalla trasformazione maligna di blasti di
origine mieloide, che iniziano a replicar-
si in maniera rapida e incontrollata,
accumolandosi nel midollo. In molti casi,
all’infiltrazione leucemica nel midollo
segue il manifestarsi di anemia e trombo-
citopenia.' La leucemia mieloide acuta ha
un’incidenza di circa il 15-20% delle varie
leucemia del bambino, e presenta un’ele-
vata mortalita.*® Vi sono attualmente
studi che dimostrano successi nel tratta-
mento di questa malattia, ma il problema
della severita e dell’elevata probabilita di
ricaduta che la patologia presenta, ren-
dono necessari ulteriori analisi. Questo
studio si inserisce proprio nel tentativo
di trovare una sostanza capace di avere
effetto positivo sulla malattia. In que-
st’ottica ci siamo chiesti quali possano
essere gli effetti sulla LMA della interleu-
china 12 (IL-12). E noto, infatti, come
questa citochina presenti una potente
attivita anti-tumorale in differenti tipolo-
gie neoplastiche, quali, per esempio, la
leucemia linfoblastica acuta, la leucemia
linfatica cronica e il mielosa multiplo.*®
Obbiettivo dello studio € stato investiga-
re: i) I'espressione e la funzione dei
recettori della IL-12 su cellule di LMA,; ii)
lattivita anti-tumorale diretta, in vitro e
in vivo, operata dalla citochina su cellule
di LMA e iii) i meccanismi coinvolti in tali
fenomeni.

Materiali e metodi. L'espressione di
superficie delle due catene del recettore
dellaIL-12 (beta 1 e beta 2) & stata studia-
ta, tramite marcatura e successiva anali-
si citofluorimetrica, su differenti linee di
LMA (U937, K562, THP-1) e su cellule pri-
marie isolate da 15 pazienti affetti da
LMA, che presentavano piu del 90% di
popolazione blastica. Inoltre, per studia-
re la funzionalita del recettore per la IL-
12, le cellule di LMA (sia di linee che pri-
marie) sono state trattate a differenti
tempi (16, 24 e 48 ore) con la citochina
ricombinante umana (20 ng/mL), e quin-
di sono state analizzate apoptosi, prolife-
razione e angiogenesi. Apoptosi e prolife-
razione sono state studiate mediante
analisi citofluorimetrica, con marcature
rispettivamente per annessina V/ioduro
di propidio (apoptosi) e ki67(prolifera-
zione). L’'angiogenesi delle cellule mieloi-
di neoplastiche coltivate in presenza o in
assenza di IL-12 ricombinante & stata
valutata sia tramite test su membrane
corioallaontoidee (CAM), che tramite
analisi, con PCR, di vari geni coinvolti nel
fenomeno angiogenico. La parte in vivo
dello studio, si & svolta utilizzando come
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modello animale topi SCID/NOD. In que-
sti animali sono state inoculate, via intra-
peritoneale, 3 milioni di cellule della
linea cellulare U937. Gli animali sono
stati suddivisi in due gruppi: un gruppo &
stato trattato tre volte la settimana con
1mg di IL-12 ricombinante umana, men-
tre il secondo gruppo ¢ stato inoculato
col solo mezzo di coltura. Dopo due set-
timane, in presenza di masse tumorali
intraperitoneali, gli animali sono stati
sacrificati, le masse sono state misurate
e sottoposte a differenti analisi. In parte
le masse sono state conservate in forma-
lina, per consentire una successiva inda-
gine immunoistochimica; in parte sono
state recuperate da esse le cellule e sono
state analizzate la percentuale di cellule
proliferanti (ki67%), la percentuale di cel-
lule apoptotiche (annesinaV"), e la modu-
lazione di geni coinvolti nell’angiogenesi
(tramite analisi con PCR array).

Per I'inoculo in vivo di cellule derivate da
midollo osseo da un paziente affetto da
LMA sono stati utilizzati topi SCID/NOD
112rg-/-. Due gruppi da quattro animali
ciascuno sono stati inoculati sottocute
con 6 milioni ciascuno di cellule prima-
rie: un gruppo e stato trattato con due
dosi settimanali di IL-12 ricombinante
umana, e l'altro col solo mezzo, come
controllo. Dopo due settimane gli anima-
li sono stati sacrificati e le masse espian-

tate per successivi studi tissutali.
Risultati. In primis, dall’analisi citofluori-

metrica &€ emerso come cellule primarie
di LMA, cosi come cellule di linee, espri-
mano in modo costitutivo in superficie
entrambe le catene (,1 e ,2) del recettore
della IL-12. Successivamente ci siamo
occupati dello studio della funzionalita
del recettore per la IL-12 su cellule deri-
vate da pazienti affetti da LMA.
Trattando per 48ore tali cellule con la
citochina ricombinante, si assiste ad una
significativa diminuzione della prolifera-
zione; al contrario non si hanno effetti
sulla apoptosi. Nessun effetto significati-
vo € presente agli altri tempi testati. Sulle
stesse sospensioni, il trattamento per 24
ore con la citochina ricombinante induce
una significativa riduzione dell’angioge-
nesi, come dimostrato mediante test
CAM. A conferma di questo dato, attra-
verso I'analisi con PCR di 84 geni coinvol-
ti nell’angiogenesi, & stata evidenziata la
modulazione, nelle cellule trattate 48 con
IL-12, di alcuni geni pro angiogenici, quali
Neuropilina2, JAG-1, CXCL6, IL-6, Leptina
e VEGF-D. L’analisi funzionale & stata
effettuata anche sulle linee di LMA. Il
trattamento su tali cellule con IL-12 per
24, 48 o 72 ore non influenza né la proli-
ferazione né I'apoptosi. Effetto del tratta-
mento a 24 ore € invece presente a livel-
lo angiogenetico (misurata tramite test
CAM). Lo studio in vivo € stato effettuato
in topi SCID/NOD. Due gruppi da dieci
animali ciascuno sono sati inoculati per
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via intraperitoneale con 3 milioni ciascu-
ni della linea mieloide umana U937: il
primo é stato trattato tre volte alla setti-
mana con IL-12 ricombinante umana
(1 pg dose); il secondo é stata inoculato
agli stessi tempi col solo mezzo di coltu-
ra. Dopo 15 giorni, al sacrificio degli ani-
mali, le masse tumorali dei topi trattati
con la citochina risultavano essere signi-
ficativamente pil piccole; le cellule isola-
te da questi animali presentavano una
proliferazione diminuita ed una apoptosi
aumentata (misurate tramite citofluori-
metria) rispetto alle cellule isolate dalle
masse dei topi di controllo. L'analisi
molecolare ha, inoltre, evidenziato una
modulazione di differenti geni pro angio-
genici negli animali trattati, e I'analisi tis-
sutale ha rilevato, nelle masse di tali
topi, la presenza di aree necrotiche
emorregiche, associate ad una ridotta
espressione del marcatore angiogenico
VEGF, presente, invece, negli animali di
controllo, ad una severa mancanza di
vascolarizzazione e alla presenza di alcu-
ni eventi apoptotici nei tessuti. Ino-
culando cellule primarie in animali
SCID/NOD [i2rg/- e trattando un gruppo
con IL-12 ricombinante umana, si & assi-
stito allo svilupparsi di masse tumorali
ridotte rispetto agli animali trattati con il
solo mezzo di controllo. Sono in corso
studi di immunoistochimica sulle masse
espiantate.
Conclusioni. Questo studio dimostra per
la prima volta la capacita della citochina
IL-12 di inibire direttamente la crescita e
proliferazione di cellule derivate da
pazienti affetti da leucemia mieolide
acuta, come supportato dallo stesso
modello murino. Questi risultati possono
fare ipotizzare il passaggio dell’utilizzo
della citochina IL-12 nella clinica.
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Introduzione. 1l fattore di trascrizione
cAMP response element binding protein
(CREB) ¢ sovra-espresso nella leucemia e
contribuisce alla trasformazione neopla-
stica attivando la trascrizione di geni tar-
get per lo piu coinvolti nella proliferazio-
ne cellulare. CREB & noto promuovere la
progressione tumorale in vifro e in vivo
(Pigazzi et al, 2008). La ricerca delle
cause della sovra-espressione di CREB
ha dimostrato un ruolo del miR-34b in
grado di controllare la sua traduzione
nella leucemia. La correlazione inversa
tra l'espressione di CREB e miR-34b &
stata descritta in linee leucemiche, e il
transiente ripristino di questo miRNA in
vitro € stato dimostrato essere sufficien-
te ad abbassare i livelli di CREB e a con-
trastare il fenotipo leucemico. E stato
recentemente scoperto che miR-34b si
mantiene a sotto-espresso nelle linee leu-
cemiche perché il promotore & iper-meti-
lato (Pigazzi et al., 2009).

Materiali e metodi. L'espressione di miR-
34b & stata condotta in una serie di
pazienti affetti da leucemia mieloide
acuta (LAM) e in soggetti affetti da disor-
dini mieloproliferativi (MPD) mediante
RQ-PCR. I risultati mostrano che I’espres-
sione di miR-34b & pill bassa negli esordi
LAM rispetto a controlli sani. La bassa
espressione di miR-34b nei pazienti LAM
supporta gli elevati livelli di CREB,
ampiamente documentati negli esordi,
confermando i dati ottenuti nelle linee
cellulari in vitro. L'espressione di miR-
34b negli MPD si mantiene significativa-
mente piu alta rispetto ai campioni LAM,
aprendo una nuova ricerca sul ruolo che
gioca miR-34b nel controllare CREB e
I'evoluzione da MPD a LAM. Per testare
questa ipotesi, € stato condotto lo studio
della metilazione del promotore di miR-
34b mediante MS-PCR.

Risultati. 1 risultati rivelano che nei
pazienti LAM miR-34b & sottoespresso
perché il suo promotore € iper-metilato,
mentre nei pazienti MPD questo non
avviene. L'ipotesi che la metilazione del
promotore di miR-34b costituisca 'even-
to precoce di trasformazione tumorale,
aumentando i livelli di CREB nelle LAM, &
in corso di validazione mediante lo stu-
dio di una serie di colture primarie. Le
colture primarie derivanti da esordi LAM
sono state trattate con un agente demeti-
lante, la 5-azacitidina. I conseguenti
innalzamenti dei livelli di espressione di
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miR-34b hanno provocato un abbassa-
mento di CREB e dei suoi target, eviden-
ziando una propensione alla morte cellu-
lare. Viceversa l'utilizzo di oligonucleoti-
di sintetici antisenso per miR-34b inseri-
ti in colture di midolli sani ha provocato
un abbassamento del miR-34b, un conse-
guente aumento di CREB e I'acquisizione
di altri fattori trascrizionali determinanti
nello sviluppo della leucemia mieloide,
tra cui PU.1 e MEISI.

Conclusioni. La metilazione del promoto-
re di miR-34b € un evento epigenetico di
rilevante importanza nell’insorgenza
della LAM attraverso l'attivazione del
pathway di CREB, che si conferma un
proto-oncogene nella leucemia mieloide.
miR-34b si delinea essere un importante
oncosoppressore in vivo aprendo nuove
visioni sui meccanismi molecolari di
azione di CREB e dei segnali associati a
questo pathway nella leucemia. La
messa a punto di modelli in topo rivelera
le potenzialita di miR-34b e CREB come
futuri target terapeutici.
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Introduzione. La JMML & una malattia
rara dell’infanzia con prognosi estrema-
mente sfavorevole, caratterizzata da
un’eccessiva proliferazione delle cellule
mieloidi (monociti e granulociti) che si
infiltrano numerose nei tessuti emopoie-
tici e non (Arico et al.,, 1997). Si tratta di
una patologia emopoietica clonale, origi-
nata da cellule staminali pluripotenti,
con caratteristiche sia mielodisplastiche
che mieloproliferative caratterizzata
inoltre da una selettiva ipersensibilita al
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fattore di crescita GM-CSF (Emanuel et
al., Blood, 1991). L'iter diagnostico della
JMML prevede la conferma della crescita
abnorme in vitro di colonie CFU-GM a
basse concentrazioni di GM-CSF e/o il
saggio di proliferazione spontaneae in
assenza di uno stimolo esogeno.
Mutazioni a carico del gene RAS (N-RAS e
K-RAS), la perdita di eterozigosita del
gene NF1, e le mutazioni somatiche del
gene PTPNI11 sono caratteristiche dei
pazienti con JMML con incidenza
mutualmente esclusiva di circa il 70%
(Emanuel PD et al, Mol Med Today 1996;
Tartaglia M et al, Nat Genet 2003). La cito-
fluorimetria multiparametrica permette
attualmente di effettuare misure simulta-
nee di parametri fenotipici e funzionali
(trasduzione del segnale) a livello di sin-
gola cellula.

E’ stato recentemente dimostrato che la
risposta in vitro di precursori emopoieti-
ciraccolti da pazienti con JMML al fatto-
re GM-CSF, consiste in un incremento
della percentuale di cellule STAT-5 positi-
ve significativamente superiore rispetto
a quanto si osserva nei precursori di sog-
getti sani (Gaipa G et al., Leukemia, 2008;
Kotecha N et al, Cancer Cell, 2008).
L’approccio citofluorimetrico allo studio
della trasduzione del segnale nella JMML
potrebbe contribuire ad una significativa
riduzione della tempistica di diagnosi.
Inoltre 'estensione di tale approccio ad
una serie pil numerosa di campioni
potrebbe permettere di studiare una
eventuale correlazione tra profilo geneti-
co e profilo di fosforilazione di STAT-5.
Materiali e metodi. Al fine di stabilire la
fattibilita della analisi citofluorimetrica
di STAT-5 anche in campioni criopreser-
vati di JMML abbiamo analizzato 12 cam-
pioni di cellule mononucleate di midollo
osseo (5 freschi e 7 scongelati) da 9
pazienti con JMML e 35 campioni (17 fre-
schi e 18 scongelati) di cellule midollari
mononucleate appartenenti soggetti di
controllo. Per caratterizzare I'immunofe-
notipo delle cellule responsive a dosi
crescenti di GM-CSF in termini di fosfori-
lazione di STAT-5 abbiamo applicato un
pannello a 3 (CD34/CD33/STAT5) o a 7
colori (Live-Dead dye/CD33/CD34/CD14/
CD45/STAT5/CD38).

Risultati e conclusioni. 11 profilo aberran-
te di fosforilazione di STAT-5 & stato con-
fermato nella popolazione di precursori
mieloidi CD34+/CD33+ in tutti i campioni
di JMML freschi rispetto ai controlli. Al
contrario tale evidenza non ¢ stata con-
fermata nei campioni scongelati di JMML
che non sono risultati distinguibili dai
controlli. In partcolare abbiamo notato
che l'espressione di STAT-5 & risultata
down-modulata in funzione della esten-
sione temporale tra raccolta del campio-
ne e congelamento. Abbiamo successiva-
mente calcolato l'incremento di cellule
STAT-5 positive normalizzando al 100% la
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risposta ottenuta con la massima dose
di GM-CSF e ponendo 0 la risposta in
assenza di stimolo, come proposto da
Kotecha et al. Mediante tale approccio il
profilo aberrante di fosforilazione di
STAT-5 dei campioni scongelati di JMML
& risultato significativamente differente
rispetto a quello dei controlli. L'esten-
sione di tale approccio ad una serie piu’
ampia di pazienti con JMML potra porta-
re nuovi contributi alla comprensione
dei meccanismi biologici alla base di
questa malattia, oltre che alla validazio-
ne di tale approccio citofluorimetrico
nell’iter diagnostico della JMML.
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ATTIVITA ANTITUMORALE DIRET-
TA DI IL-23 SULLE CELLULE DI
LEUCEMIA LINFOBLASTICA
ACUTA B (B-ALL) PEDIATRICA
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I. Prigione,' G. Basso,’ V. Pistoia,’

I. Airoldi!
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Padouva, *Universita di Chieti; “IST Genova;
> Universita di Bari

Introduzione. 1L-23 & una citochina etero-
dimerica pro-inflammatoria appartenen-
te alla superfamiglia dell'lL-12.' E prodot-
ta principalmente da cellule dendritiche
attivate e macrofagi ed € ritenuta una
delle principali citochine coinvolte nello
sviluppo di molte malattie inflammatorie
T-dipendenti. Il ruolo di IL-23 come agen-
te anti-tumorale € ancor oggi molto con-
troverso. E stato infatti dimostrato come
tale citochina puo inibire la crescita di
vari tumori attraverso l'attivazione di lin-
fociti T e NK.? Diversamente, & stato
riportato come IL-23 pud promuovere lo
sviluppo tumorale e la neo-vascolarizza-
zione.? Obiettivo specifico di questo
lavoro & definire se IL-23 pud svolgere
un’attivita antitumorale diretta sulle cel-
lule di B-ALL e identificare gli eventuali
meccanismi coinvolti.

Materiali e metodi. Colture cellulari. Le
cellule neoplastiche primarie sono state
ottenute, previo consenso informato, da
aspirati midollari di pazienti pediatrici
affetti da B-ALL non in terapia al momen-
to del prelievo. In particolare, sono stati
studiati 4 campioni primari di pro B-ALL,
19 di pre-B e 6 di early pre-B. Le linee cel-
lulari umane di B-ALL utilizzate sono
RS4;11 (pro-B-ALL), Nalm6 e 697 (pre-B-
ALL). Le cellule sono state coltivate in
terreno RPMI 1640 con 10% FCS in pre-
senza ed assenza di IL-23 umana ricombi-
nante alla concentrazione di 100 ng/mL.
Anticorpi e citofluorimetria. Sono stati uti-
lizzati anticorpi IgG goat anti IL-23R
umana, anticorpi monoclonali anti BCL-
2, anticorpi diretti anti CD10, CD19,
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CD20, IFN-y e Ki67 umani, anticorpi
secondari coniugati PE anti-goat IgG.
L’analisi citofluorimetrica & stata effet-
tuata mediante lettura al FaCS Calibur
analyzer utilizzando CellQuest software.
Test di proliferazione e apoptosi. Cellule
primarie di B-ALL sono state messe in
coltura per 6, 24, 48 ore, sia in presenza
che in assenza di IL-23. La proliferazione
cellulare e stata misurata mediante I'uti-
lizzo di anticorpi anti-Ki67, mentre
I’apoptosi € stata valutata attraverso
I'utilizzo del kit per I’Annessina V e iodu-
ro di propidio. Inoltre, sono stati studiati
alcuni pathways apoptotici quali ERK
1/2, AKT e le caspasi 3, 7, 8 e 10. Studio
angiogenesi. Gli studi di angiogenesi
sono stati eseguiti mediante I'impiego
della tecnica CAM (Coriallantoic membra-
ne) utilizzando il sovranatante alle 48 ore
delle colture di B-ALL (primarie e linee)
trattate e non con IL-23. Analisi dei
miRNA. L'analisi dei miRNA é stata effet-
tuata sia sulle cellule primarie di B-ALL
che sulla linea cellulare umana 697. Dopo
coltura delle cellule in presenza ed in
assenza di IL-23 per 36 h, & stato estratto
I'RNA con trizolo, successivamente sono
stati isolati i miRNA maturi utilizzando il
kit RT? qPCR-Grade per poi studiare e
comparare il profilo dell’espressione dei
miRNA nelle cellule trattate e non
mediante MiRNA RT? Profiler PCR array e
RT? Real-Timer. Modelli animali. Sono
stati utilizzati 24 topi SCID-NOD di 4-6
settimane, divisi in due gruppi. Tutti i
topi sono stati inoculati endovena con
5x10° cellule 697. Un gruppo di 12 topi &
stato trattato con IL-23 (3 dosi settimana-
li, 1 ug/dose/topo), mentre I'altro € stato
trattato con PBS. 14 giorni dopo l'inocu-
lo delle cellule tumorali i topi sono stati
sacrificati e sottoposti ad autopsia. Le
masse tumorali asportate sono state
misurate e studiate sotto il profilo mole-
colare, morfologico ed immunoistochi-
mico. Analisi statistica. Tutti i risultati
ottenuti ricadono in un intervallo di con-
fidenza pari al 99%. I dati sono stati ana-
lizzati utilizzando test statistici come t di
Student e Mann Whitney e solo i valori di
p<0.05 sono stati ritenuti statisticamente
significativi.

Risultati. Espressione di IL-23R nelle B-
ALL primarie e nella loro controparte
normale. Le cellule di B-ALL prelevate
dai pazienti esprimono costitutivamente
il recettore di IL-23 (espressione media
nel 66% delle cellule neoplastiche). Tale
espressione € significativamente piu alta
rispetto alla controparte normale
(espressione media del 3%). IL-23 induce
apoptosi ed inibisce la proliferazione cel-
lulare nelle B-ALL primarie. IL-23 induce
un significativo aumento dell’apoptosi
ed una contemporanea diminuzione
della proliferazione cellulare dopo 24 e
48 ore di trattamento. Tali effetti non
sono apprezzabili alle 6 ore. IL-23 non ha
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alcun effetto sul potenziale angiogeneti-
co delle B-ALL primarie. IL-23 modula
I'espressione dei micro(mi) RNA nelle B-
ALL. Sei campioni di B-ALL ottenuti da
pazienti sono stati analizzati per la
modulazione dell’espressione di miRNA
in seguito a trattamento con IL-23. IL-23
induce la down-regolazione di miRNA96
e la up-regolazione dei miRNA122, 15a,
18b, let7g, let7c, let7e, 100, 155, let7i, 149,
23b e 203. In particolare, il miRNA15a,
che si comporta come tumor-suppressor
in vari tumori,* &€ I'unico miRNA costante-
mente up-regolato in tutti i campioni
testati. IL-23 induce apoptosi nelle B-ALL
primarie attraverso la up-regolazione del
miRNA15a e la conseguente down-regola-
zione di BCL-2. Cellule primarie di B-ALL
down-regolano BCL-2 in seguito al tratta-
mento con IL-23. Abbiamo inoltre stabili-
to una relazione di causa-effetto tra IL-23,
BCL-2, miR-15a e apoptosi. B-ALL prima-
rie trattate con IL-23 e trasfettate con
uno specifico inibitore anti-miRNAl5a
aumentano I'espressione di BCL-2 rispet-
to alle cellule trattate con la sola IL-23. Le
cellule in cui viene inibito selettivamente
miRNAl5a non vanno in apoptosi.
ERK1/2, AKT, caspasi 3, 7, 8, e 10 non
sono infine coinvolti nell’apoptosi indot-
ta da IL-23. IL-23 inibisce la crescita delle
697 nei topi SCID-NOD. Le masse tumora-
li che si sviluppano nei topi trattati con
IL-23 sono significativamente piu piccole
rispetto a quelle dei topi trattati con PBS
(volume medio tumori nei topi trattati
con IL-23=24.8 mm?, volume medio tumo-
ri nei topi trattati con PBS= 40.8 mm?). |
tumori espiantati dai topi trattati con IL-
23 presentano un’alta percentuale di cel-
lule apoptotiche, a differenza delle
masse tumorali provenienti da topi non
trattati che, invece, risultano per la mag-
gior parte costituite da cellule linfoblasti-
che proliferanti.

Conclusioni. In questo lavoro abbiamo
dimostrato per la prima volta come IL-23
ricombinante umana abbia un effetto
antitumorale diretto sulle cellule di B-
ALL pediatrica sia in vitro che in vivo.
Tale effetto &€ dovuto all’attivita della
citochina di indurre apoptosi ed inibire
la proliferazione nelle cellule tumorali.
Leffetto pro-apoptotico di IL-23 passa
attraverso I’ up-regolazione di miRNA15a
che a sua volta induce la down-regolazio-
ne di BCL-2, con un conseguente incre-
mento dell’apoptosi. Questi risultati
aprono interessanti prospettive terapeu-
tiche per i pazienti pediatrici affetti da B-
ALL che non rispondono alle terapie con-
venzionali.
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Introduzione. La T-LLA rappresenta il 15%
delle LLA pediatriche. Pit del 30% di que-
sti casi presenta una recidiva di malattia
che a volte risulta esser fatale. L'iden-
tificazione precoce di alterazioni moleco-
lari ad impatto prognostico pud esser
utile per identificare rapidamente i casi
ad alto rischio di recidiva allo scopo di
pianificare il pitt appropriato trattamen-
to, compreso il ricorso al trapianto di
cellule staminali ematopoietiche (TCSE).
CALM-AF10 ¢ il piu frequente trascritto di
fusione riscontrato nelle T-LLA ed é& il
risultato della traslocazione cromosomi-
ca t(10;11)(p13;q14-21), riscontrata nelle
T-LLA sia del bambino che dell’adulto. La
sua presenza € stata associata ad una
cattiva prognosi (Asnafi V et al, Blood
2003; van Groel M et al., Haematologica
2006). Lobiettivo del nostro studio &
stato quello di i) definire 'incidenza di
CALM-AF10 in una popolazione di bambi-
ni con T-LLA omogeneamente trattati e
i) di valutare la prognosi di questi
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pazienti. Materiali e metodi. Abbiamo
studiato 201 pazienti con T-LLA, diagno-
sticati ed arruolati tra il 9/2000 ed il
12/2007 nei protocolli AIEOP-BFM (LLA-
2000 e LLA-R-2006). I pazienti sono stati
stratificati principalmente secondo la
risposta al prednisone (buona risposta o
good response se la conta dei blasti al
giorno + 8 era >1000/mmc) e secondo la
valutazione della malattia minima resi-
dua (MRD) eseguita al giorno +33 (Time-
point 1) e +78 (Timepoint 2). Quando
entrambi i Timepoints erano negativi i
bambini venivano considerati a Rischio
Standard (SR); se TP1 e/o TP2 era positi-
vo e TP2 <10° erano considerati a rischio
intermedio (MR); se TP2 positive =10° a
rischio alto (HR). I casi con cattiva rispo-
sta al prednisone (prednisone poor
response: PPR) e MRD-HR venivano con-
siderati eleggibili per il TCSE da donato-
re familiare compatibile. L'event free sur-
vival (EFS) e la overall survival (OS),
valutate con 95% di Cls, sono state gene-
rate mediante il metodo Kaplan-Meier e
comparate con il test log-rank. Le reazio-
ni di RT-PCR per la determinazione del
CALM-A10 sono state eseguite come

riportato precedentemente.’
Risultati. Dieci pazienti sono risultati non

eleggibili e sono stati esclusi dall’analisi.
Tra i 191 casi di T-LLA valutabili, 14
(7.3%) sono risultati positivi per la pre-
senza di CALM-AF10. Dodici erano
maschi. L'eta mediana era di 8 anni (2-13
anni). La caratterizzazione immunofeno-
tipica ha mostrato un quadro di T-LLA
intermedia in 6 casi, matura in 5, immatu-
ra o precoce in 1 caso, biclonale in 1 caso
e sconosciuto in un caso, rispettivamen-
te. Otto casi sono risultati PPR. In base
allo studio randomizzato del protocollo
LLA-2000 sull’efficacia del PDN versus il
desametazone (DXM), 8 bambini sono
stati trattati con PDN, mentre 3 con DXM.
I rimanenti 3 casi, inseriti nello studio
LLA R-2006, sono stati cosi trattati: 2 con
il DXM ed 1 con il PDN, rispettivamente.
La stratificazione secondo I'analisi MRD
ha comportato 'assegnazione di 3, 8 e 3
casi alle fasce SR, MR e HR rispettiva-
mente. Quattro casi hanno mostrato una
recidiva (3 al sistema nervoso centrale; 1
midollare). LEFS a 5 anni dei 14 casi
CALM-AF10 positivi vs quello dei 177
negativi, era di 70.1% vs 63.9% (p-value
log-rank=0.61).

Conclusioni. Questo studio effettuato su
una grande coorte di bambini con T-LLA
dimostra che CALM-AFI10 & presente in
circa il 7% dei bambini con T-LLA e che
non & correlato ad un prognosi sfavore-
vole quando una strategia chemioterapi-
ca intensiva € applicata.
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Introduzione. AF9 (MLLT3) e’ una protei-
na nucleare appartenente alla famiglia
proteica YEAST che promuove positiva-
mente il differenziamento eritroide/
megacariocitico durante la normale ema-
topoiesi umana. Nella leucemia mieloide
acuta AF9 e’ il principale gene partner di
MLL (Mixed-Lineage-Leukemia). In que-
sto studio abbiamo identificato il gene
AF9 omologo di zebrafish (af9) e abbia-
mo valutato il suo ruolo durante lo svi-
luppo embrionale in condizioni di sovra-
espressione e di silenziamento utilizzan-
do mRNA sintetici e morfolini oligonu-
cleotidi.

Metodi e risultati. 11 gene af9 €’ stato iden-
tificato mediante analisi in silico
(www.ncbi.nlm.nih.gov), analisi di filoge-
nesi (www.phylogeny.fr) e di sintenia
(www.ensembl.org). La proteina ipotetica
tradotta mostra il 60% d’identita e il 70%
di similarita con la controparte umana.
Mediante ibridizzazione in situ abbiamo
rilevato 'espressione specifica di mRNA
af9 nel mesoderma laterale posteriore
(PLM) allo stadio di 5 somiti (10 ore dopo
fecondazione, hpf) e in seguito nella
regione ICM (Intermediate Cell Mass) tra
le 10 e le 24 hpf. Entrambi i siti PML e ICM
sono importanti per lo sviluppo intraem-
brionico dell’ematopoiesi primitiva di
zebrafish. In seguito a questi risultati
abbiamo esaminato il ruolo del gene af9
durante lo sviluppo dell’ematopoiesi
embrionale, analizzando I'espressione di
una serie di marcatori ematopoietici
mediante PCR quantitativa (qPCR).
Iniettando mRNA af9 sintetico allo stadio
di 1-2 cellule abbiamo osservato dopo 22
hpf un aumento dell’espressione di gatal
e hbael (marcatori del compartimento
eritroide) e una riduzione dell’espressio-
ne di, scl, Imo2 (marcatori associati ai
precursori ematopoietici) oltre che di
pu.l e [l-plastin (marcatori mieloidi).
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Mediante esperimenti di knock-down uti-
lizzando morpholini oligonucleotidi
abbiamo osservato allo stadio di 22 hpf
una diminuzione dell’espressione di
gatal e hbael, ed un aumento dell’espres-
sione di pu.1 e I-plastin. Per quanto riguar-
da I'espressione dei marcatori scl e Imo2
risultata invariata.

Conclusioni. 1 risultati ottenuti suggeri-
scono che il gene af9 modula I’espressio-
ne di gatal, il principale gene che contri-
buisce al differenziamento eritroide.
Pertanto questo studio mostra che af9 &
coinvolto nell’ematopoiesi primitiva di
zebrafish e si puo quindi ipotizzare un
suo ruolo nell’eritropoiesi di zebrafish.
Considerando, quindi, che il programma
genetico di AF9 nell'uomo e in zebrafish
sono evolutivamente conservati questi
risultati aprono nuove prospettive negli
studi ematopoietici e nella ricerca sulle
leucemie mieloidi acute.
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Introduzione. 11 gene Bcl-2 associated
athanogene-1 (BAG-1) amplifica gli effetti
anti-apoptotici mediati da BCL-2 e rap-
presenta uno dei fattori in grado di rego-
lare i meccanismi antiapoptotici. BAG-1
produce 3 isoforme proteiche grazie a tre
siti di inizio traduzione presenti nel
medesimo mRNA.' La localizzazione di
ognuna di queste isoforme, nel citosol o
nel nucleo, varia a seconda del tipo cellu-
lare, di particolari stimoli intracellulari e
dalle proteine che recluta come cofattori
nei suoi domini di attivazione. BAG-1
infatti lega e interagisce con una serie
molto ampia di proteine, la pitt importan-
te Hsc70/Hsp70, determinando in modo
specifico vie di segnale e il destino della
cellula.? Per questo motivo BAG-1 svolge
un ruolo fondamentale impiegandosi
nelle pitt importanti attivita cellulari tra
cui proliferazione, differenziazione, em-
briogenesi, oncogenesi, motilita e
soprattutto nel fenomeno dell’autofagia.’
BAG-1 & noto per essere implicato in
malattie neurodegenerative: recente-
mente & stato associato anche ad alcuni
tumori dove, insieme alla proteina BAG-
3, controlla principalmente i pathway di
degradazione proteici proteasomali o
lisosomiali. Ci sono delle evidenze che
BAG-1 sia sovra-espresso anche nella leu-
cemia’, per questa ragione la sua espres-
sione é stata studiata in una serie di linee
leucemiche e pazienti pediatrici affetti
da leucemia acuta mieloide (LAM) e lin-
foide (LAL) per comprendere se possa
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avere un ruolo in questa patologia. Studi
in vitro sono stati condotti per chiarire
gli eventuali meccanismi molecolari di
interazione e azione.

Materiali e metodi. 1 livelli di proteina
BAG-1 sono stati misurati sia in linee cel-
lulari leucemiche umane mieloidi (MLZ2,
THP1, NOMO1, NB4, MV4;11 e HL60) che
linfoidi (REH, RS4;11, 697 e JURKAT). Una
serie di campioni di midollo osseo di
pazienti LAM e LAL alla diagnosi e in
remissione terapeutica sono stati inclusi
nell’analisi. L'espressione dellmRNA e
della proteina sono stati condotti
mediante RQ-PCR e Western blot in lisati
di proteine citoplasmatiche e nucleari. E’
stato poi silenziato BAG-1 in linee cellula-
ri leucemiche e in colture primarie deri-
vate da pazienti con LAM all’esordio di
malattia. Dopo il silenziamento di BAG-1
sono state condotte analisi sulla soprav-
vivenza cellulare con saggi per annessi-
na-V-P], ciclo cellulare e western blot per
la caratterizzazione dei principali
pathway interessati ed éstato fatto il co-
silenziamento BAG-1 e BAG-3.

Risultati preliminari. 1 nostri risultati di
espressione riguardano tutte e tre le iso-
frome, BAG-1L, BAG-1M e BAG-1S. Le iso-
forme BAG-1L e 1M sono per lo piu a
localizzazione nucleare e a funzione non
nota, mentre l'isoforma 1S ha localizza-
zione citoplasmatica ed € quella di cui la
funzione € pil studiata. I risultati hanno
dimostrato che tutte e tre le isoforme
erano sovra-espresse nelle linee cellulari
(4/4) linfoidi e nei pazienti LAL (9/9) alla
diagnosi di malattia; mentre nei prelievi
in remissione LAL solo I'isoforma 1S si
manteneva espressa, mentre 1L e 1M
erano non detectabili nei lisati proteici
totali, ma la loro ridotta espressione
risultava visibile nei lisati nucleari. Un
differente pattern di espressione protei-
ca € stato osservato nelle linee cellulari
mieloidi e nelle LAM. In particolare, Bag-
1L & stata trovata espressa in 2/5 linee
mieloidi ed in 2/12 LAM alla diagnosi.
Bag -1M era presente in tutte le linee di
mieloidi (5/5) ed in 3/12 LAM. In modo
piu significativo invece riportiamo la
sovra-espressione dell'isoforma Bag-1S
in tutti i campioni LAM alla diagnosi. Per
capire se la forma nucleare era assente o
sotto-espressa nelle LAM sono stati stu-
diati i lisati nucleari che hanno determi-
nato una bassa espressione dell’isofor-
ma 1L nelle LAM differentemente dalle
LAL, che invece ne producevano ad alti
livelli riscontrabili nei lisati totali. Nei
prelievi LAM in remissione di malattia si
€ osservato un decremento evidente del-
I'espressione proteica di Bag-1S, mentre
Bag-1L e Bag 1-M erano completamente
assenti. Nelle colture primarie di LAM &
stato riscontrato che la proteina BAG-1
era normalmente presente solo come
isoforma 1S all'inizio dell’allestimento
della coltura, mentre i livelli di BAG-1L e

[Pediatric Reports 2009; 1:s1]

~

BAG-1M aumentavano con il processo di
differenziamento indotto dai fattori di
crescita usati in coltura. Il silenzia-
mento di BAG-1 ha condotto l'arresto
nella differenziazione con evidente bloc-
co in G1 del ciclo cellulare. Gli effetti alla
morte cellulare dopo che BAG-1 era
silenziato erano molto piu significativi
nelle LAM rispetto ai risultati ottenuti
nelle linee cellulari leucemiche. Il doppio
silenziamento di BAG-1 e BAG-3 ha rinfor-
zato questi risultati aumentando i livelli
di morte cellulare e confermando I'ipote-
si che BAG-1 giochi un ruolo nel manteni-
mento delle cellule leucemiche. Per
caratterizzare i pathway di azione di
BAG-1 e di BAG-3 sono state studiate
diverse proteine implicate nei processi
di stress cellulare (HSP70, P38), apoptosi
(BCL-2, BAX, PARP, CASPASI 3), controllo
di ciclo cellulare (CDK2, P27, CYCLINA
D1) e autofagia (LC3, p62). L'utilizzo di
alcuni coloranti cellulari inoltre ha per-
messo di delineare un ruolo per BAG-1
e/o BAG-3 nel mantenimento dell’autofa-
gia nelle cellule leucemiche oggigiorno in
corso di approfondimento.

Conclusioni. 1 risultati ottenuti rivelano
una anomala espressione della proteina
BAG-1 nella leucemie acute. La differente
espressione delle isoforme nei pazienti
LAL o LAM all’esordio di malattia identi-
fica un suo potenziale ruolo nella diffe-
renziazione dei blasti totipotenti in LAL o
LAM, cosi come un potenziale ruolo nel
fenomeno di switch leucemico. La diver-
sa espressione dell'isoforma BAG-1S nei
prelievi di LAM all’esordio rispetto alla
remissione apre una discussione sulla
funzione oncogena di questa proteina.
Lo studio in vitro di colture primarie
invece evidenza che le proteine BAG-1 e
BAG-3 partecipano a un fenomeno chiave
della vita cellulare, quello che controlla il
bilanciamento tra apoptosi e autafagia,
ma il chiarimento dei meccanismi mole-
colari sara necessario per identificarlo
come nuovo target nella leucemia.

Bibliografia

Yang X, Chernenko G, Hao Y, Ding Z, Pater A,
et al. Human Bag-1/RAP46 protein is
generated as four isoforms by alterna-
tive translation initiation and overex-
pressed in cancer cells. Oncogene 1998;
17:981-989.

Takayama S. Bimston DN, Matsuzawa S,
Freeman BC, Aime-Sempre C, Xie, et al.
Bag-1 modulates the chaperone activity
of Hsp-70/Hsc-70. EMBO J 1997; 16:4887-
4896.

Townsend PA, Cutress RI, Sharp A, Brimmell
M, Packham G. BAG-1: a multi-functional
regulator of cell growth and survival.
Biochem Biophys Acta 2003;1603:83-89.

Xiong J, Chen J, Charnenko G, Beck J, Liu H,
Pater A, Tang SC. Antisense Bag-1 sensi-
tize HeLa cells to apoptosis by multiple
pathways. Biochem Biophys Res
Commun 2003; 312:585-591.



~="

SWITCH FENOTIPICO NELLE LEUCEMIE
ACUTE PEDIATRICHE

E. Seganfreddo, B. Buldini, M. Paganin,
K. Polato, V. Conter, G. Cazzaniga,
G. Basso

Laboratorio di Oncoematologia Pedia-
trica, Universita degli Studi di Padova

IntrOduzione. Lo switch fenotipico dalla
diagnosi alla ricaduta nelle leucemie
acute, ovvero la conversione dell'immu-
nofenotipo da linfoide a mieloide o vice-
versa, € un evento raro (5-7% dei casi di
recidiva di leucemia acuta) (Stass et al,
1984; van Wering et al.,1995). Due ipotesi
sono al momento considerate come
causa di switch fenotipico: la possibile
eradicazione del clone predominante
presente alla diagnosi con la conseguen-
te espansione di un clone minoritario a
diverso fenotipo alla ricaduta o alterazio-
ni al clone originario indotte dalla tera-
pia. Nel nostro studio sono stati analizza-
ti i riarrangiamenti delle Immunoglobu-
line e del Recettore T in cinque casi di
leucemia acuta pediatrica con switch
fenotipico al fine di caratterizzare i blasti
leucemici e di differenziare una ricaduta
con switch fenotipico da una forma
secondaria.

Materiali e metodi. Sono stati analizzati
campioni di sangue midollare di 5
pazienti pediatrici con diagnosi di leuce-
mia linfoblastica acuta e arruolati nel
protocollo AIEOP-BFM ALL2000 all’esor-
dio e alla ricaduta. La diagnosi di malat-
tia e la successiva recidiva sono state
definite mediante precisi criteri morfolo-
gici e immunofenotipici. All’esordio 2
pazienti erano affetti da leucemia linfo-
blastica acuta a precursori B (1 Common
LLA ed 1 PRE-B LLA) e 3 da leucemia lin-
foblastica di linea T (EARLY-T), negativi
per le traslocazioni t(4,11), t(9,22) e
t(12,21). I cinque pazienti presentavano
alla recidiva blasti mieloperossidasi
positivi con immunofenotipo mieloide.
L’analisi dei riarrangiamenti delle
Immunoglobuline e del recettore T &
stata eseguita seguendo i protocolli BIO-
MED-1 e 2. [ riarrangiamenti risultati clo-
nali dopo analisi omo-eteroduplex, sono
stati analizzati mediante sequenziamen-
to per identificare la regione di giunzione
(N-region) specifica per ciascun riarran-
giamento. [ dati ottenuti sono stati con-
fermati mediante RQ-PCR, in accordo
con le linee guida pubblicate dall’Euro-
pean Study Group on MRD detection in
ALL (van der Velden et al., 2007).
Risultati. Nei due pazienti con diagnosi di
leucemia a precursori B sono stati identi-
ficati all’esordio i seguenti riarrangia-
menti: #1 Ig/DH2-JH biclonale, 1g/VKIII-
Kde, TCR/Dd2Dd3 biclonale; #2 Ig/VH6-
JH, Ig/VKIV-Kde, Ig/DH3-JH biclonale,
TCR/Vd2Dd3. I blasti leucemici alla rica-
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duta risultano negativi per tutti riarran-
giamenti genici testati alla diagnosi; tale
negativita é stata confermata anche con
RQ-PCR in almeno 2 riarrangiamenti
positivi all’esordio con sensibilita ?1E-04.
Nei tre pazienti con diagnosi di LLA-T
sono stati individuati all’esordio i
seguenti riarrangiamenti: #3 Ig/DH1-JH e
TCR/Vd1Jdl biclonale; #4 TCR/VAIJAL.3
biclonale; #5 TCR/VAIVIA13 e
TCR/Dd2Jd1 biclonali. Questi riarrangia-
menti genici sono risultati positivi alla
ricaduta LMA, in particolare presentano
anche la stessa N-region. Tali risultati
sono stati confermati in RQ-PCR, sono
stati testati almeno due markers pazien-
te-specifici mediante dei saggi con sensi-
bilita =1E-04.

Conclusioni. Dai risultati ottenuti si &
osservato che nelle leucemie a precurso-
ri B con recidiva di tipo mieloide, i blasti
leucemici non presentano i riarrangia-
menti clonali dell’esordio; € quindi ipo-
tizzabile una forma secondaria alla tera-
pia. Nelle 3 LLA-T ricadute in LMA, inve-
ce, i blasti hanno mantenuto gli stessi
riarrangiamenti clonali con la stessa N-
region presenti all’esordio. E’ possibile,
pertanto, che non si tratti di due leuce-
mie distinte ma che la leucemia linfoide
sia evoluta in mieloide. L'analisi citoge-
netiche dei campioni della ricaduta LMA
da LLA-T dimostrano in tutti i pazienti un
cariotipo complesso diverso rispetto
quello identificato alla diagnosi, ipotiz-
zando una possibile evoluzione del
medesimo clone. Il meccanismo alla base
dello shift fenotipico non € ancora ben
definito, ma l'analisi dei riarrangiamenti
genici ha suggerito che le leucemie (LLA-
T evolute in LMA) possano originare da
uno stesso precursore staminale multi-
potente in grado di proliferare sia in bla-
sti linfoidi sia in mieloidi ed evolvere
citogeneticamente. La media del tempo
intercorso tra diagnosi di LLA-T e ricadu-
ta con immunofentotipo LMA ¢ di 610
giorni. Mentre nei 2 casi LLA-B la ricadu-
ta risulta essere pil tardiva (media 1054
giorni) e conferma i dati presenti in lette-
ratura riguardanti le forme secondarie.
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Introduzione. 1l trapianto allogenico di
cellule staminali (HSCT) ¢ il trattamento
di elezione per numerose patologie di
tipo tumorale e non. Nonostante gli avan-
zamenti nel campo della terapia immu-
nosoppressiva post-trapianto, la graft-
versus-host disease (GVHD), che si svilup-
pa in un elevato numero di pazienti e si
associa ad un esito sfavorevole, continua
ad essere la principale causa di mortalita
post-trapianto. Le basi patofisiologiche
della GVHD sono ancora da chiarire e la
diagnosi di tale patologia dipende princi-
palmente dalle manifestazioni cliniche e
da biopsie invasive. Si comprende che
I'identificazione di biomarcatori specifici
per la GVHD permetterebbe di ricono-
scere e diagnosticare precocemente que-
sta malattia facilitando il monitoraggio
dei pazienti in risposta al trattamento
farmacologico anti-GVHD adottato. Con
lo scopo di identificare nuovi marcatori
affidabili per predire e monitorare I’anda-
mento di tale patologia, abbiamo focaliz-
zato la nostra attenzione sulla pentraxi-
na-3 (PTX-3), una proteina di fase acuta,
che svolge un ruolo cruciale nell’orche-
strare la risposta immuntaria di tipo
infiammatorio.

Pazienti e Metodi. Dopo aver ottenuto il
consenso informato, abbiamo raccolto
campioni di plasma da 46 pazienti sotto-
posti a HSCT allogenico e da 9 donatori
sani (HD). Dopo il trapianto, 25/46
pazienti hanno sviluppato GVHD ad inte-
ressamento cutaneo (18 GVHD acute e 7
GVHD croniche), mentre 21/46 non
hanno sviluppato la GVHD. Per quanto
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riguarda i pazienti che hanno sviluppato
la GVHD, i campioni di sangue sono stati
raccolti al giorno di insorgenza o di riat-
tivazione della GVHD, prima e dopo I'ini-
zio della terapia farmacologica specifica
anti-GVHD. I livelli plasmatici di PTX-3
sono stati monitorati mediante saggi
ELISA.

Risultati. | pazienti che non hanno svilup-
pato la GVHD dopo il trapianto presenta-
no livelli plasmatici di PTX-3 (media=3.3
ng/ml, intervallo=1.1-8.6 ng/mL) aumen-
tati rispetto agli HD (media=1.2 ng/mL,
intervallo=0.3-2.5 ng/mL, p<0.01). Molto
interessante, abbiamo osservato un
notevole incremento dei livelli plasmati-
ci di PTX-3 nei pazienti con GVHD acuta
(media=42.2 ng/mL, intervallo=6.7-218.2
ng/ml) o con riattivazioni (flair-ups) di
GVHD cronica (media=15.8 ng/ml, inter-
vallo=9-44.3 ng/mL). Tale aumento dei
livelli di PTX-3 nei pazienti con GVHD
acuta o cronica attiva si € dimostrato
essere statisticamente significativo
(p<0.01 e p<0.05 rispettivamente) rispet-
to sia agli HD che ai pazienti sottoposti a
trapianto che non hanno sviluppato
GVHD.

Conclusioni. Questi risultati preliminari
suggeriscono che i livelli plasmatici di
PTX-3 aumentino molto rapidamente nei
pazienti con GVHD attiva, candidando
cosl PTX-3 come un marcatore solubile
di facile misurazione utile per corrobora-
re le osservazioni cliniche in una malat-
tia in cui i segni e i sintomi sono spesso
confondenti e mutevoli. Ulteriori studi
saranno necessari per chiarire se PTX-3
possa avere un significato prognostico
e/o diagnostico utile per individuare i
pazienti ad alto rischio di insorgenza di
GVHD e capire la responsivita alla tera-
pia farmacologica.
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CELLULE KILLER INDOTTE DA
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CELLULARE DELLA LEUCEMIA
MIELODE ACUTA: OTTIMIZZAZIONE
E MIGLIORAMENTO DELLA LORO
ATTIVITA’ ANTILEUCEMICA
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Introduzione. Le CIK sono cellule T facil-
mente e rapidamente espandibili ex
vivo, con una potente attivita antitumo-
rale in vitro e in vivo contro svariati tipi
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di neoplasie.! Il nostro gruppo ha recen-
temente dimostrato, in uno studio clini-
co di fase I,*> che l'infusione di cellule
CIK in pazienti con LMA ricaduti dopo
trapianto allogenico di cellule staminali
¢ sicura e ben tollerata. Tuttavia le
risposte cliniche osservate sono state
limitate, e tale osservazione potrebbe
essere ricondotta sia alla modesta e
variabile attivita basale anti-leucemica
delle cellule CIK, sia alla scarsa soprav-
vivenza in vivo delle cellule CIK stesse.
Pertanto, con I'obiettivo di incrementa-
re I'efficacia di tale approccio, il presen-
te progetto si € preposto di modificare
geneticamente le cellule CIK con due
differenti recettori chimerici diretti con-
tro I’antigene mieloide CD33, contenenti
rispettivamente, nel loro dominio intra-
cellulare, la sola catena € del complesso
CD3-TCR o la catena T in associazione al
dominio costimolatorio CD28-0X40, che
¢ riportato aumentare notevolememte
le proprieta funzionali indotte dai recet-
tori chimerici.® Tale strategia potrebbe
rappresentare un’evoluzione della tera-
pia con l'anticorpo monoclonale anti-
CD33 gemtuzumab ozogamicina (GO): il
suo utilizzo clinico ha mostrato un
moderato effetto (tasso di remissione
completa medio in pazienti con LMA in
ricaduta di malattia in seguito al tratta-
mento con GO pari al 25%) associato ad
un’elevata tossicita (mielodepressione
e danni epatici).” L'utilizzo di un approc-
cio immunoterapeutico basato su cellu-
le esprimenti un recettore chimerico
specifico per il medesimo antigene
CD33, potrebbe accompagnarsi ad un
miglioramento del profilo efficacia/tos-
sicita, grazie ad una potenziale migliore
infiltrazione intratumorale, all’amplifi-
cazione della risposta immune anti-
tumorale, all’elusione dei meccanismi di
farmaco-resistenza e ad una possibile
riduzione della tossicita associata alla
calicheamicina.

Materiali e metodi. le cellule CIK sono
state trasdotte con i vettori retrovirali
contenenti il recettore anti-CD33-C e
anti-CD33-CD28-0X40-C. L’attivita cito-
tossica contro le leucemiche HL-60 e
KG-1, o contro blasti primari di LMA &
stata misurata dopo co-coltura di 4 ore
con rilascio di *-Cromo (citotossicita a
breve termine) o di 6 giorni su uno stra-
to di cellule mesenchimali in assenza di
IL-2 mediante conta citofluorimetrica
(citotossicita a lungo termine). L’attivita
proliferativa & stata valutata mediante
incorporazione di *H-timidina dopo sti-
molazione per 72 ore con cellule HL-60 o
blasti primari di LMA irradiati, a rappor-
to 1:1 e in assenza di IL-2. Il rilascio di
citochine dalle cellule CIK stimolate per
24 ore con cellule HL-60 irradiate a rap-
porto 1:5 & stato misurato mediante
citofluorimetria.
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Risultati. Le cellule CIK sono state effi-
cientemente generate dal sangue perife-
rico di donatori sani e trasdotte con i
recettori chimerici anti-CD33-C e anti-
CD33-CD28-0X40-C(espressione media
dei recettori, 65% per entrambi; n=20).
Abbiamo osservato che il processo di
trasduzione non comporta alterazioni
delle proprieta fenotipiche e funzionali
naturali delle cellule CIK, che hanno
mostrato al termine del periodo di col-
tura (21 giorni) un arricchimento nella
quota di cellule CD3+CD56+ paragonabi-
le a quello osservato nella popolazione
non manipolata (% media di cellule
CD3+CD56+, 40%, 42% e 45%, rispettiva-
mente per cellule CIK non trasdotte e
trasdotte con recettore anti-CD33-C
anti-CD33-CD28-0X40-C). Inoltre si &
osservato un simile fenotipo memoria, e
un’analoga attivita litica contro la linea
cellulare K562, con una lisi percentuale
media del 59% ad un rapporto effetto-
re:target di 20:1 per cellule CIK non tra-
sdotte, del 76% per cellule CIK-anti-
CD33-C e del 66% per cellule CIK-anti-
CD33-CD28-0X40-C n=5C. In ultimo, non
sono state riscontrate variazioni nell’at-
tivita chemiotattica in vitro delle cellule
CIK in risposta alla chemochina CXCL12
e nei livelli di espressione del corrispon-
dente recettore CXCR4. Come dato piu
significativo, le cellule CIK esprimenti i
recettori chimerici anti-CD33 acquisi-
scono una potente attivita citotossica
contro cellule tumorali umane di LMA:
dopo 4 ore di incubazione abbiamo
riscontrato una lisi % media della linea
cellulare HL-60 a rapporti effettore:tar-
get di 5:1, pari al 79% e 71%, rispettiva-
mente per cellule CIK-anti-CD33-C e per
cellule CIK-anti-CD33-CD28-0X40-C, con-
tro il 28% (p=0.001) delle cellule non tra-
sdotte. Analoga efficienza litica & stata
osservata contro la linea cellulare KG-1,
nota per la sua resistenza all’azione del
GO e contro blasti primari di LMA, con
attivita citotossica >50%, contrariamen-
te alle cellule non trasdotte, che allo
stesso rapporto effettore:target di 5:1
hanno mostrato valori medi di lisi <10%
contro entrambi i bersagli (p=0.005). Di
notevole interesse € 'osservazione che,
in co-colture a lungo termine a rapporto
effettore:bersaglio 1:200, in assenza di
IL-2, nonostante la sola espressione del
recettore anti-CD33-C sia in grado di
conferire una notevole efficacia citotos-
sica contro bersagli di LMA, la presenza
del dominio costimolatorio nel recetto-
re risulta in un’attivita significativamen-
te pitt potente. Le cellule CIK esprimen-
ti il recettore anti-CD33-CD28-0X40-C
mostrano infatti la capacita di eliminare
la quasi totalita delle cellule leucemi-
che, con una % media di cellule leucemi-
che residue pari al 4% (n=3) nel caso di
co-coltura con cellule HL-60 e al 16%
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(n=7) nel caso di co-coltura con blasti
primari di LMA contro rispettivamente
I'87% (p=0.001) e 91% (p=0.001) delle
cellule non trasdotte e il 25% (p=0.001) e
31% (p=0.05) rispettivamente delle cel-
lule CIK anti-CD33-C. La piu vigorosa
attivita effettrice conferita alle cellule
CIK dal recettore anti-CD33-CD28-0X-40-
C ¢ stata evidenziata anche in saggi di
proliferazione con cellule HL-60 e blasti
di LMA, con un indice di proliferazione
medio (cellule stimolate/cellule non sti-
molate) rispettivamente pari a 4.4 e 3.7,
circa due volte (p=0.05) maggiore di
quello riscontrato nelle cellule espri-
menti il recettore anti-CD33-C e quattro
volte (p=0.005) maggiore di quello regi-
strato nelle cellule non manipolate.
Oltre ad un’aumentata proliferazione
indotta dai bersagli CD33+, le cellule CIK
trasdotte con il recettore anti-CD33-
CD28-0X40-C hanno mostrato un?eleva-
ta secrezione di citochine immunosti-
molatorie dopo stimolazione con HL-60
(n=3), con valori medi pari a 8159 pg/ml
per I'IFN-y, 14748 pg/mL per il TNF-o,
585 pg/mL per il TNF-p, e 5056 pg/mL
per IIL-2, rispettivamente 10-volte
(p=0.001), 283-volte (p=0.001), 500-volte
(p=0.001) e 300-volte (p=0.05) superiori
rispetto alle cellule non manipolate.
Conclusioni. Questi risultati preliminari
indicano che I’espressione di recettori
chimerici anti-CD33 & in grado di poten-
ziare notevolmente l'attivita antileuce-
mica delle cellule CIK e tale effetto &
particolarmente evidente per il recetto-
re contenente il dominio costimolatorio
CD28-0X40, suggerendo che cellule CIK
esprimenti tale molecola potrebbero
rappresentare uno strumento innovati-
vo e potenzialmente efficace per I'im-
munoterapia della LMA.
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Introduzione. 11 medulloblastoma (MB) &
il pit frequente tumore cerebrale mali-
gno nell'infanzia. Durante la neurogenesi
N-Myc svolge un ruolo essenziale per
I'espansione rapida della popolazione
delle cellule progenitrici neuronali. In MB
¢ presente un’elevata espressione di
MYCN, prevalentemente nel sottotipo
desmoplastico. L'obiettivo del lavoro &
I'analisi in vitro dell’attivita anti-tumorale
dopo inibizione specifica di MYCN
mediante acidi peptido-nucleici anti-
gene (PNA) nel MB.

Materiali e Metodi. Sono state utilizzate 7
linee cellulari di MB: DAOY, ONS-76,
D556, D384, D341, D425 e D283. Per inibi-
re la trascrizione di MYCN & stato utiliz-
zato un acido peptido-nucleico senso
(PNAwt) anti-gene. Per valutare la speci-
ficita dell’attivita del PNAwt é stato utiliz-
zato un PNA mutato (PNAmut). L'ini-
bizione della trascrizione e della tradu-
zione di MYCN e di altri geni regolati da
MYCN, individuati tramite l'analisi dei
microarray, & stata valutata mediante
analisi in RT-PCR Real-Time e Western-
blot. La vitalita cellulare & stata valutata
mediante la metodica dell’ATPlite.
Risultati finali. L’analisi del'mRNA MYCN
e della proteina N-Myc ha mostrato che
le linee di MB prese in considerazione
presentavano buoni livelli del gene ber-
saglio. La vitalita cellulare nelle cellule di
MB dopo il trattamento con il PNAwt a 10
uM ha mostrato una consistente riduzio-
ne della vitalita cellulare. La specificita
dell’effetto & stata confermata dalla man-
canza di effetto del PNAmt. L'inibizione
del trascritto di MYCN mediante RT-PCR
in Real-Time dopo trattamento con il
PNAwt a 12 ore ha mostrato una consi-
stente riduzione nella quantita di mRNA
di MYCN in tutte le linee di MB prese in
considerazione. Tale diminuzione & stata
confermata anche dalla diminuzione
della proteina di N-Myc dopo trattamen-
to delle linee cellulari a 12 ore con PNAwt
ad una concentrazione di 10uM. Per con-
fermare la specificita di sequenza del
PNAwt per il gene MYCN é stata valutata
la variazione di espressione del gene
omologo MYC dopo il trattamento con il
PNAwt anti-MYCN: I'assenza di variazio-
ne di espressione del'mRNA e proteina
di MYC dimostra la speficita di azione del
PNAwt anti-MYCN. Mediante i microarray
effettuati sulle DAOY si sono individuati
dei geni con diverso profilo di espressio-
ne tra le cellule di controllo e quelle trat-
tate con il PNAwt. Dopo un’analisi piu
attenta & stato possibile raggruppare
questi geni in diversi pathways tra cui
quelli pilt interessanti sono risultati quel-
li dell’apoptosi e ciclo cellulare.
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Conclusioni. Linibizione di MYCN me-
diante un PNA anti-gene anti-MYCN ha
mostrato sia una forte e specifica inibi-
zione dell’espressione di MYCN sia una
forte attivita anti-tumorale in cellule di
MB. La sua specificita di sequenza del
PNAwt anti-MYCN & stata confermata
dalla valutazione dell’espressione del
gene MYC, che non risente di modifica-
zioni né nel’mRNA né nella proteina,
dopo il trattamento con il PNAwt.
L’analisi dei microarray ha permesso di
individuare geni direttamente regolati da
MYCN, permettendo di capire meglio il
ruolo di MYCN in MB.
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Introduzione. 1l neuroblastoma ¢ il tumo-
re solido extracranico pit comune nel-
I'infanzia. Il 25% dei casi, caratterizzato
da una maggiore aggressivita della malat-
tia e da un’alta percentuale di ricadute,
presenta 'amplificazione dell’'oncogene
MYCN. La funzione di attivatore e repres-
sore trascrizionale dell’oncogene gli con-
sente di alterare un elevato numero di
geni, di conseguenza permette al neuro-
blastoma di evolversi e di sviluppare
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resistenza nei confronti dei trattamenti
antiblastici. Per questa ragione vi ¢ la
necessita di trovare nuove strategie tera-
peutiche e per questo sono diventati
indispensabili i modelli tumorali animali,
che mostrano caratteristiche fenotipiche
e genetiche simili ai neuroblastomi
umani. Tale lavoro ha avuto come obiet-
tivo principale la messa a punto di due
modelli murini di neuroblastoma quali lo
xenograft ortotopico' ed il transgenico
TH-MYCN? e di due diversi metodi di
valutazione del tumore in vivo, la biolu-
minescenza’® e la micro-PET (Positron
Emission Tomography).' Entrambi i meto-
di di Imaging permettono di quantificare
la crescita tumorale e la risposta ai trat-
tamenti in vivo in maniera rapida e non
invasiva. In particolare la bioluminescen-
za rileva la luce emessa dalla massa
costituita da cellule tumorali umane che
esprimono in maniera costitutiva il gene
della luciferasi, mentre la micro-PET per-
mette di valutare il metabolismo tumora-
le utilizzando un radiotracciante, *F-FDG,
che viene trattenuto dai tessuti con
un’alta attivita metabolica in quanto ana-
logo del glucosio.

Materiali e metodi. Per il modello xeno-
graft ortotopico, che prevede I'inoculo di
cellule tumorali umane nella sede di ori-
gine del tumore in studio, tre linee cellu-
lari di Neuroblastoma umano con ampli-
ficazione del gene MYCN (IMR-32, IMR-5,
SK-N-BE(2)c) sono state ingegnerizzate
con vettore plasmidico pMMP-LucNeo
contenente il gene della luciferasi.
Ciascuna linea & stata inoculata nella
ghiandola surrenale destra di 10 esem-
plari murini immunodeficienti apparte-
nenti al ceppo NOD/SCID di 4-5 settima-
ne. La valutazione dello sviluppo tumora-
le mediante tecnica di Imaging Mole-
colare Bioluminescente (BLI) ¢ stata effet-
tuata a partire dal giorno dell’'inoculo
con cadenza settimanale. Gli animali,
sedati con atropina (0.5 mg/kg) e zoletil
(0.5 mg/kg) i.p., sono stati sottoposti a
scan in posizione prona, previa iniezione
intraperitoneale di D-luciferina (150
mg/Kg). Le immagini sono state acquisite
tramite camera CCD (charge-couple-devi-
ce) (Berthold Night-owl LB 980), analiz-
zate e quantificate con software
Windlight (Berthold). Il modello transge-
nico TH-MYCN esprime il cDNA dell’on-
cogene umano MYCN sotto il controllo
del promotore della tirosin-idrossilasi
che viene espresso in maniera tessuto
specifica nelle cellule originate dalla cre-
sta neurale.? L'amplificazione di MYCN
determina la comparsa di un tumore con
caratteristiche molecolari, biologiche e
citogenetiche che rispecchiano il neuro-
blastoma umano. Un gruppo di 25 topi
transgenici TH-MYCN appartenenti al
ceppo 129x1/Svj omozigoti per il gene
MYCN e& stato sottoposto ad esame
micro-PET al fine di identificare l'inter-
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vallo temporale relativo allo sviluppo e
alla progressione tumorale. L'analisi &
stata effettuata utilizzando il radiotrac-
ciante metabolico *F-FDG con scan ogni
4 giorni a partire dal ventisettesimo gior-
no di vita di ogni esemplare. Gli animali
anestetizzati con anestesia gassosa
(sevofluorane 3-5% e ossigeno 1L/min)
hanno ricevuto per via endovenosa
30MBq di "F-FDG, in un volume di 0,15
ml. Dopo l'assorbimento del radiotrac-
ciante, vengono sottoposti a scan con il
tomografo (GE, eXplore Vista DR).
L'immagine acquisita & stata ricostruita
con software OSEM 2D ed ¢ stata inter-
pretata tramite analisi semi-quantitativa
calcolando il Tumor-to-Background-Ratio
(TBR). Gli animali sono stati soppressi
alla comparsa di evidenti segni di soffe-
renza. Per entrambi i modelli a tempi
prestabiliti 5 animali sono stati sacrifica-
ti per confermare il risultato di Imaging;
il materiale raccolto, tumorale e di con-
trollo (milza), & stato conservato sia in
azoto liquido sia incluso in paraffina.
Sono stati effettuati esami istologici con
colorazione ematossilina-eosina (H&E)
ed immunoistochimici con anticorpo
monoclonale N-Myc (Oncogene) su tutte
le masse tumorali riscontrate in entram-
bi i modelli; dal materiale congelato &
stato estratto DNA genomico (MN,
NucleoSpin® Tissue), RNA (GE Health-
care, RNAspin Mini RNA Isolation Kit)
poi retrotrascritto in ¢cDNA (INVITRO-
GEN, Superscript™ II), proteine. Tale
materiale & stato utilizzato per fare un
confronto del gene di interesse (MYCN) a
livello genomico, trascrittomico median-
te RT-PCR (Roche, Light Cycler 480) e

roteomico mediante Western blot.
isultati. 11 modello xenograft ortotopico

ha mostrato un’incidenza del 100%, una
latenza intorno alle 2 settimane dal gior-
no dell'inoculo ed una progressione di 5
settimane per le linee IMR-5Luc e SK-N-
BE(2)cLuc; una latenza intorno alle 5 set-
timane ed una progressione di 7 settima-
ne per le IMR-32Luc. Nel modello deriva-
to dalla linea SK-N-BE(2)cLuc sono state
riscontrate metastasi al fegato e al cuore,
la progressione é risultata protratta e
sostenuta fin dalle prime settimane. Per
gli altri due modelli il decorso della
malattia € risultato simile sia per la loca-
lizzazione e l'assenza di metastasi, sia
per I'’evoluzione della patologia: costante
nelle primissime settimane ed in crescita
esponenziale nelle ultime. 11 modello
transgenico omozigote ha mostrato
un’incidenza del 100%, una latenza intor-
no alle 4 settimane di vita, ed una pro-
gressione di 5 settimane. Non sono state
riscontrate metastasi, il tumore & localiz-
zato a livello addominale. Per entrambi i
modelli I'analisi istologica ha confermato
la presenza del tumore. In tutti i campio-
ni raccolti & stata confermata I’amplifica-
zione di MYCN, misurata la sua espres-
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sione e determinato i livelli della protei-
na relativa.

Conclusioni. Entrambi i modelli animali
messi a punto in questo lavoro si sono
rilevati altamente predittivi per studiare
i neuroblastomi MYCN amplificati: sia il
transgenico che l'ortotopico infatti
hanno definito un’incidenza del 100% ed
una latenza di 2-4 settimane. Osservando
I’'andamento tumorale, grazie ai sensibili
strumenti di rilevazione utilizzati, & stato
possibile definire una finestra temporale,
specifica per ogni modello, nella quale
sara possibile valutare l'efficacia di trat-
tamenti farmacologici rispetto ad un set
di animali di controllo.
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Introduzione. Studi nazionali ed interna-
zionali hanno evidenziato I'effetto anti-
leucemico svolto dalle cellule Natural
Killer (NK) nell’ambito dei trapianti
aploidentici ed hanno dimostrato come
questo sia imputabile ad una incompati-
bilita nei ligandi per i recettori KIR tra
donatore e ricevente in direzione tra-
pianto verso ospite. Poco & ancora ad
oggi noto sul ruolo di tale mismatch nel
setting dei tumori solidi pediatrici non
ematologici ad alto rischio, laddove
nuove strategie terapeutiche sono auspi-
cabili e per i quali I'incidenza risulta in
aumento e la prognosi rimane molto sfa-
vorevole. Questo studio si prefigge di
analizzare il mismatch nei ligandi KIR nei
genitori dei pazienti affetti da tumori
solidi ad alto rischio attraverso la tipiz-
zazione HLA, e di valutare I'attivita cito-
tossica delle cellule NK diretta contro le
cellule del tumore primario, al fine di
identificare il genitore che possegga le
cellule NK dotate di maggiore attivita
citotossica in vitro.

Materiali e metodi. Da Ottobre 2008 a
Luglio 2009 sono stati arruolati quindici
pazienti afferenti al Reparto di Onco-
ematologia Pediatrica dell’Ospedale dei
Bambini di Brescia: tre affetti da neuro-
blastoma IV stadio, tre affetti da rabdo-
miosarcoma, tre da tumore di Wilms, due
da sarcoma di Ewing, uno da neoplasia
mesenchimale delle guaine nervose peri-
feriche, uno da angiosarcoma epitelioide
del rachide cervicale, uno da sarcoma
alveolare dei tessuti molli, uno da sarco-
ma fusiforme dell’adulto. Dodici pazienti
e i rispettivi genitori sono stati sottopo-
sti a tipizzazione HLA di classe I sierolo-
gica e molecolare a bassa risoluzione, ed
¢ stato valutato il mismatch KIR secondo
il modello ligando-ligando. Di 9 tumori &
stata allestita la coltura cellulare prima-
ria da tessuto tumorale, poi valutata
attraverso analisi morfologiche, immu-
noistochimiche ed immunofenotipiche.
Per quattro di questi pazienti & stata
svolta I’analisi funzionale di alloreattivita
attraverso un test standard di citotossi-
cita con rilascio del Cromo (°'Cr), usando
come targets linfoblasti attivati con PHA
dei pazienti e, come effettori, cloni NK
ottenuti dal sangue periferico dei genito-
ri, a verifica e conferma dei risultati atte-
si in base al modello ligando-ligando. Di
una coltura tumorale € stata valutata la
citotossicita NK direttamente contro le
cellule tumorali da coltura primaria con

test di rilascio del Cromo (°'Cr).
Risultati. Dei dodici pazienti di cui & stato

valutato I'HLA, otto posseggono tutti e
tre i ligandi per i recettori KIR: la proba-
bilita di alloreativita NK in direzione graft
versus host per i nostri pazienti € risulta-
ta quindi dell’ordine del 33%, limitando
ai genitori la ricerca di un donatore aploi-
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dentico. I test funzionali che sono stati
svolti in quattro coppie paziente-genitori
hanno confermato le previsioni del
modello ligando-ligando.

Per quanto riguarda le colture cellulari
primarie da tessuto tumorale, la percen-
tuale di successo e stata variabile; sono
state ottenute una coltura cellulare da
rabdomiosarcoma (percentuale di cellu-
le tumorali maggiore del 60%), tre coltu-
re da tumore di Wilms (porzione tumora-
le maggiore del 95%, del 70% e del 10%
rispettivamente), una coltura da neuro-
blastoma (in corso di valutazione), una
coltura da sarcoma delle guaine nervose
periferiche (percentuale cellule tumorali
pari a 90%), una da sarcoma alveolare
dei tessuti molli (percentuale cellule
tumorali superiore a 70%). I test di allore-
attivita NK contro le cellule da tumore
primario ad oggi svolti evidenziano una
scarsa lisi NK, indipendentemente dalla
presenza di mismatch; i risultati dovran-
no essere comparati con quelli ottenuti
da saggi paralleli eseguiti con linee tumo-
rali stabilizzate; attualmente € in corso la
valutazione dell’espressione di ligandi
attivatori sulle colture allestite.
Conclusioni attese. Durante I'arruolamen-
to per questo studio cinque dei sedici
pazienti sono deceduti per progressione
della malattia. Per questo nuove strategie
terapeutiche sono auspicabili per i
pazienti affetti da tumori solidi ad alto
rischio. Una terapia cellulare come il tra-
pianto aploidentico permette di associare
alla chirurgia e alla chemioterapia stan-
dard un’arma immunologica avvalendosi
del ruolo antitumorale proprio delle cellu-
le NK. Tale reattivita, analizzata in vitro,
puo permettere di selezionare il donatore
con l'attivita NK antitumorale pitu spicca-
ta, estendendo ai familiari (fratelli, zii,
cugini), se necessario, la ricerca di un can-
didato donatore. Potra inoltre essere di
aiuto nella valutazione del ruolo del
mismatch KIR nell’ambito del trapianto
aploidentico in pazienti pediatrici affetti
da tumori solidi ad alto rischio.
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Introduzione. 1l ciclo cellulare & un pro-
cesso altamente regolato ed organizzato
che prevede I'esecuzione di una serie di
eventi biochimici e morfologici durante
quattro fasi: G1, S, G2 e M. La progressio-
ne ordinata delle fasi & controllata dall’at-
tivazione sequenziale di serin/treonin
chinasi ciclina-dipendenti (cdks, cyclin-
dependent kinases), enzimi eterodimerici
costitutivamente espressi e ciclicamente
attivati.' Sono state identificate 9 cdk: sei
sottendono alla progressione del ciclo
cellulare (cdkl1-6), una (cdk7) fosforila e
regola positivamente 'attivita chinasica
delle prime, tre sono implicate nella tra-
scrizione cellulare attraverso l'attivazio-
ne (cdk7 e cdk9) o inibizione (cdk8) della
RNA Polimerasi II (RNA Pol II). L'attivita
catalitica delle cdk & controllata da pro-
teine regolatorie note come cicline, la cui
espressione variabile durante il ciclo cel-
lulare assicura I’attivazione periodica
delle singole cdk. Nel loro stato attivo le
cdk fosforilano proteine indispensabili
per la progressione del ciclo cellulare
(RB, retinoblastoma tumor suppressor pro-
tein) e la sintesi di DNA (E2F1), tanto che
I'inibizione diretta dell’attivita enzimatica
delle cdk causa il blocco del ciclo cellula-
re e della proliferazione.”* La natura della
risposta agli inibitori delle cdk nelle cellu-
le proliferanti & oltremodo complessa, e
puo essere citostatica, quando seconda-
ria all'inibizione delle cdk coinvolte nella
regolazione del ciclo cellulare, o citotos-
sica, per inibizione delle cdk che regola-
no lattivita trascrizionale.* Nei tumori i
meccanismi di progressione e controllo
del ciclo cellulare sono spesso deregolati,
come conseguenza di alterazioni geneti-
che ed epigenetiche (traslocazioni cro-
mosomiche, amplificazione genica, muta-
zioni puntiformi e metilazione) che risul-
tano nell’aumentata attivita di cdk e cicli-
ne, o nella mancata espressione dei loro
inibitori (CKI, cdk kinase inhibitors).!
Molti oncogeni partecipano alla regola-
zione del ciclo cellulare attraverso il con-
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trollo diretto o indiretto dell’espressione
delle cdk e delle cicline, e la perdita di
controllo del ciclo cellulare & causa di
forte instabilita genetica, oltre che della
proliferazione incontrollata. La frequenza
con cui si assiste alla mancata regolazio-
ne del ciclo cellulare nei tumori suggeri-
sce che la possibilita di agire direttamen-
te o indirettamente sull’attivita enzimati-
ca delle cdk rappresenta una prometten-
te strategia terapeutica in ambito oncolo-
gico, anche se gli effetti di tale inibizione
non sono ancora stati completamente
chiariti, e le varie condizioni sperimenta-
li in cui sono stati indagati suggeriscono
che il contesto cellulare & un fattore
importante da considerare.”* L'ALCL
(Anaplastic Large Cell Lymphoma) € una
neoplasia ancora poco caratterizzata da
un punto di vista molecolare, che conser-
va particolari caratteristiche di aggressi-
vita se si considera I’elevato indice mito-
tico, la presenza dell’oncosoppressore
RB inattivo e la frequente sovraespressio-
ne di proteine coinvolte nella sopravvi-
venza cellulare. NPM-ALK, oltre che a rap-
presentare un marcatore tumorale speci-
fico con rilevanza diagnostica, causa la
deregolazione dei segnali che controllano
il ciclo cellulare e la sopravvivenza della
cellula linfoide normale, attraverso I'atti-
vazione di vie di trasduzione del segnale
che coinvolgono proteine quali Ras, Src,
e PLC-g, o Jak3, STAT3 e Akt.° Vero-
similmente, i linfomi ALCL ALK-positivi
esprimono elevati livelli di proteine asso-
ciate alla proliferazione cellulare e con
attivita anti-apoptotica, che sono il bersa-
glio preferenziale dei farmaci antitumora-
li che interferiscono con la sintesi del
DNA, o causano il blocco sequenziale del
ciclo cellulare. Tuttavia, il ruolo delle cdk
nei linfomi ALCL non & stato ancora
caratterizzato, cosi come non vi sono
informazioni sugli effetti della inibizione
delle cdk sulla sopravvivenza della cellu-
le di ALCL. Date le scarse informazioni
sull’attivita degli inibitori del ciclo cellu-
lare nelle neoplasie dell’eta pediatrica,
questo studio ha valutato lattivita di fla-
vopiridolo (NSC649890), un potente inibi-
tore delle cdk, in cellule di linfoma ana-
plastico a grandi cellule, in cui la perdita
di controllo del ciclo cellulare dipende
dall’espressione e dall’attivita costitutiva
della tirosin chinasi NPM-ALK. Questo & il
primo studio che utilizza inibitori compe-
titivi di cdk negli ALCL pediatrici, e ne
caratterizza gli effetti in funzione del-
I'espressione e dell’attivita di NPM-ALK.

Materiali e metodi. Lattivita di flavopiri-
dolo & stata esaminata in cellule di ALCL,
rappresentative del sottotipo ALK-positi-
vo e ALK-negativo. L'efficacia del farmaco
¢ stata valutata in popolazioni cellulari
asincrone e/o sincronizzate, mediante
saggi enzimatici di citotossicita, analisi al
citofluorimetro del ciclo cellulare e del-
I'apoptosi, e quantificazione della trascri-
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zione endocellulare mediante RQ-PCR.
L'effetto inibitorio & stato wvalutato
mediante analisi di espressione e localiz-
zazione di cdk2, cdk4, cdk7 e cdk9; cicli-
na A, D3, E, B1; dei substrati dei comples-
si cdk-ciclina (RB-S780, -S612, - T821, e
RNA Pol II-S2); e delle proteine coinvolte
nei meccanismi di sopravvivenza delle
cellule di ALCL.

Risultati e Conclusioni. 1 dati di questo
studio dimostrano che le cellule di ALCL
sono particolarmente sensibili all’attivita
anti-proliferativa di Flavopiridolo, che
risulta nell’induzione dell’apoptosi in
assenza di blocco del ciclo cellulare
(AV'/ALK'= 50%; AV'/ALK’= 80% a 24h). La
ridotta incorporazione di BrdU e la mag-
giore citotossicita osservata in cellule di
ALCL sincronizzate, suggerisce che I'atti-
vita di flavopiridolo non dipende e non &
preceduta dal blocco del ciclo cellulare in
G1 o G2, ma é direttamente proporziona-
le alla percentuale di cellule in fase S. In
particolare, I'inibizione delle cdk causa
'attivazione della proteina RB e risulta
nella mancata fosforilazione dell’enzima
RNA polimerasi II. Quando defosforilato
(RB-S780, -S612, -T821) RB impedisce la
proliferazione delle cellule neoplastiche,
mentre RNA polimerasi Il (RNA Pol 1I-S2)
regola negativamente trascrizione e tra-
duzione di proteine critiche per I'integri-
ta strutturale e la sopravvivenza cellula-
re. [ dati di questo studio dimostrano che
le cdk sono enzimi critici per le cellule di
ALCL, dal momento che l'inibizione della
loro attivita comporta importanti modifi-
cazioni del proteoma cellulare, ancora
pit drammatiche quando indotte in pre-
senza dell’inibizione competitiva di NPM-
ALK. Quest’ultima non solo comporta
I'inibizione di vie di trasduzione del
segnale gia note (STAT3, Akt, ERK1/2 e
JNK1/2), ma modifica anche stato ed atti-
vita di diverse cdk, indipendentemente
dalla fase del ciclo cellulare. Quando
usati in combinazione, inibitori di cdk e
di NPM-ALK risultano fortemente tossici
nelle cellule di ALCL, a conferma del
ruolo di NPM-ALK nella regolazione degli
attivatori ed inibitori del ciclo cellulare in
questa patologia pediatrica, e dell'impor-
tanza delle cdk come bersaglio farmaco-
logico.
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Introduzione. 1l carcinoma indifferenziato
del rinofaringe (NPC) & una neoplasia
EBV-correlata che esprime un numero
limitato di antigeni virali, tra le quali la
proteina latente di membrana 2 (LMP2). |
pazienti che ricadono dopo il trattamen-
to convenzionale di chemio-radioterapia
hanno prognosi generalmente infausta.'
Si rende, quindi, necessaria la sperimen-
tazione di terapie alternative efficaci ed a
bassa tossicita. Recentemente, & stato
dimostrato che & possibile ottenere
risposte cliniche in pazienti con NPC
EBV-correlato resistenti a radio/chemio-
terapia convenzionale, mediante infusio-
ne di linfociti T-citotossici (CTL) autolo-
ghi EBV-polispecifici.** In particolare, i
pazienti che hanno mostrato una rispo-
sta clinica dopo terapia cellulare presen-
tavano un’espansione di cellule T LMP2-
specifiche.?

Obiettivi e metodi. Sulla base di queste
premesse, abbiamo eseguito uno studio
pre-clinico al fine di delineare una proce-
dura per la generazione in vitro di linee T
citotossiche LMP2-specifiche da linfociti
del sangue periferico di pazienti con NPC
o di donatori sani, con il fine di potenzia-
re I'effetto antitumorale delle preparazio-
ni di CTL. La stimolazione in vitro delle
linee cellulari si &€ basata sull'impiego di
diverse cellule presentanti l'antigene
(APC), in particolare monociti attivati e
cellule dendritiche (DC) pulsate con una
miscela di peptidi, costituiti da 15 ami-
noacidi, che coprono l'intera sequenza
della proteina EBV LMP2. La funzionalita
LMP2 specifica delle linee ottenute &
stata valutata mediante saggi di citotos-
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sicita e analisi della frequenza di cellule
producenti INFg in saggi Elispot.
Risultati. Sono stati eseguiti esperimenti
nei quali abbiamo valutato il diverso
potenziale stimolatorio dei monociti atti-
vati e delle DC, pulsati con la miscela di
peptidi LMP2, nel generare popolazioni
di CTL arricchiti in linfociti citotossici
LMP2-specifici. Le linee ottenute con
entrambi i metodi di stimolazione hanno
mostrato un analogo fenotipo, costituito
da cellule effector memory CD3+CD8+ e
CD3'CD4; tuttavia, i CTL generati a parti-
re dalle DC presentavano una maggior
componente CD3'CD4". La frequenza di
cellule producenti IFNy in risposta all’an-
tigene LMP2 é risultata aumentata in
entrambe le condizioni di coltura, se
paragonata all’attivita specifica di CTL
ottenuti con il metodo standard (stimola-
zione con linee linfoblastoidi EBV),
essendo pari a 123 SFU/10° nel caso delle
linee ottenute con stimolazione da
monociti, e di 284 SFU/10° in quelle otte-
nute dopo stimolazione con DC (vs. 35
SFU/10° nei CTL convenzionali). L’attivita
citotossica verso cellule target pulsate
con peptidi LMP2 risultava significativa-
mente piu alta nelle linee ottenute
mediante stimolazione con monociti atti-
vati piuttosto che con DC pulsate
(mediana di lisi al rapporto E:T 10:1: 22%
e 12%, rispettivamente, vs 7 nei CTL stan-
dard di controllo).

Conclusioni. I nostri dati preliminari indi-
cano la fattibilita di espandere linee di
CTL LMP2-specifiche da pazienti con
NPC o da donatori sani. Inoltre, i risulta-
ti ottenuti ad oggi suggeriscono come la
stimolazione con monociti attivati sia da
preferire all’'uso di DC nell’espansione di
linee LMP2-specifiche con un alto poten-
ziale citotossico, condizione imprescin-
dibile ai fini di una efficace terapia cellu-
lare antitumorale. L'impiego di CTL con
specificita antigenica verso LMP2
potrebbe implementare i protocolli di
terapia cellulare attualmente in uso, con
lo scopo finale di migliorare 1'outcome
dei pazienti con NPC.
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Introduzione. 1l farmaco imatinib mesila-
to (IM), trattamento di elezione per i
pazienti affetti da leucemia mieloide cro-
nica (CML), si & dimostrato efficace,
associato a chemioterapia intensiva,
anche nella terapia delle leucemie linfo-
blastiche acute positive per il cromoso-
ma Philadelphia (Ph+ LLA).' Recenti
studi in pazienti affetti da CML hanno
descritto, in concomitanza al trattamen-
to con IM, lo sviluppo di una risposta
immunitaria T cellulare Ph-specifica, che
si associava al controllo della malattia.”
Analogamente, in uno studio preliminare
condotto in una coorte di pazienti affetti
da LLA Ph' in trattamento con IM, il
nostro gruppo ha dimostrato 'emergen-
za di un’alta frequenza di cellule T helper
specifiche per "*BCR-ABL a livello midol-
lare, la cui cinetica era inversamente
associata all’andamento della malattia
residua. Sulla base di questi dati prelimi-
nari, e di dati clinici che suggeriscono
potenzialita terapeutiche per procedure
di vaccinazione con peptidi *"BCR-ABL
nell’ambito della CML,* abbiamo esegui-
to uno studio preclinico al fine di deli-
neare una procedura di espansione in
vitro di linfociti T citotossici **BCR-ABL-
specifici da utilizzare in protocolli di
terapia cellulare per il trattamento della
malattia residua minima (MRM) in
pazienti con LLA Ph-.

Materiali e metodi. Linfociti T citotossici
(CTL) »*"BCR-ABL-specifici sono stati
espansi a partire da campioni di sangue
midollare di 9 pazienti con LLA Ph+,
mediante stimolazione in vitro con cellu-
le dendritiche* pulsate con una miscela
di peptidi (9-20 mer) che coprono l'inte-
ra regione di fusione di BCR con ABL
nella proteina chimerica p190.° Le linee
ottenute dopo 13 giorni di coltura sono
state testate in saggi di citotossicita a 5
ore con *'Cr, contro cellule target rappre-
sentate da cellule T attivate da fitoemag-
glutinina (blasti PHA) pulsate con pepti-
di "BCR-ABL o peptidi irrilevanti, e da
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blasti leucemici Ph+ autologhi (n=2) o
allogenici (n=3) e blasti leucemici Ph-
allogenici (n=5). La lisi & stata espressa
come unita litiche per 10°¢ cellule al rap-
porto 10:1 effettore/target (UL10 /10°).
Risultati. Abbiamo valutato il potenziale
stimolatorio delle cellule dendritiche
autologhe, pulsate con la miscela di pep-
tidi di BCR-ABL, nel generare CTL speci-
fici per i blasti leucemici BCR-ABL positi-
vi o per target autologhi esprimenti la
proteina tumorale. La metodica utilizzata
ha consentito di espandere popolazioni
T cellulari effector-memory con fenotipo
CD3'/CD4* o CD3'/CD8* da tutti i soggetti
testati. In 7 dei 9 pazienti, le linee cellula-
ri ottenute mostravano una attivita litica
specifica per I'antigene tumorale »*BCR-
ABL. In particolare, si € osservata attivi-
ta citotossica nei confronti di blasti PHA
pulsati con miscele di peptidi BCR-ABL
pari ad un valore mediano di 1600
UL1/10° (range 0-3300), con attivita verso
blasti di PHA pulsati con peptidi di con-
trollo pari a 0 ULiw/10° Le linee di CTL
PBCR-ABL-specifiche, inoltre, presenta-
vano una forte attivita antitumorale in
vitro, in quanto nei 2 pazienti testati con-
tro blasti leucemici autologhi la lisi
osservata € risultata pari a 10000 e 5000
ULw0/10°% rispettivamente. Una lisi piu
bassa, ma misurabile, si & osservata
verso blasti leucemici Ph+ allogenici
(range 500-5000), mentre la mediana di
lisi verso blasti leucemici allogenici Ph- &
risultata pari a 0 UL1y/10° (range 0-500).
Conclusioni. I nostri dati preliminari, per-
tanto, indicano la presenza di CTL
PBCR-ABL-specifici nel sangue midolla-
re di pazienti affetti da LLA Ph+ in tratta-
mento con IM e suggeriscono la fattibili-
ta di espandere queste popolazioni di
CTL anti-LLA Ph+ mediante stimolazione
in vitro. E’ possibile che questa attivita
antitumorale specifica in vivo possa
mediare la lisi mirata delle cellule leuce-
miche sinergizzando con IM nel manteni-
mento della remissione della malattia.
Resta da approfondire se una eventuale
somministrazione terapeutica di queste
cellule BCR-ABL-specifiche possa avere
un ruolo nel trattamento di pazienti con
LLA Ph-.
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Introduzione. L'infusione di linee di T lin-
fociti citotossici (CTL)-anti-leucemia, di
origine del donatore, selettivamente in
grado di lisare i blasti leucemici del
paziente, rappresenta un promettente
approccio terapeutico in pazienti affetti
da recidiva di malattia dopo trapianto
allogenico di cellule staminali emopoieti-
che (CSE). Riportiamo i dati dell'infusio-
ne di CTL anti-leucemia in pazienti pedia-
trici affetti da leucemia linfatica acuta
(LLA) e leucemia mieloide acuta (LMA),
trapiantati non in remissione completa o
in 2/3 remissione, in ricaduta clinica di
malattia o ad alto rischio di ricaduta, per
la comparsa di un chimerismo misto,
dopo trapianto allogenico di cellule sta-
minali emopoietiche (CSE).

Materiali e metodi. CTL anti-leucemia con
alta capacita citotossica verso i BL del
paziente sono stati generati ed espansi in
vitro utilizzando terreni di coltura e rea-
genti GMP, mediate stimolazione leuce-
mia-specifici ed espansione rapida anti-
gene-indipendente."* Alla fine delle coltu-
re i CTL sono stati validati per uso in
vivo.® Sono stati trattati due gruppi di
pazienti: a) 5 pazienti sottoposti ad un
secondo trapianto da fratello HLA-identi-
co, per ricaduta precoce di malattia
dopo il primo trapianto, b) 6 pazienti sot-
toposti a trapianto T-depletato da dona-
tore familiare parzialmente compatibile.
Risultati. Due dei cinque pazienti (#1 e
#2) hanno evidenziato una recidiva clini-
ca precoce anche dopo il secondo tra-
pianto da fratello HLA-compatibile e
sono stati trattati con piu infusioni di
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alte dosi di CTL (range 5x10%-2.5 x10%). Il
paziente #2 ha raggiunto uno stato di
remissione clinica, ritornando ad un chi-
merismo completo, successivamente ha
sviluppato una recidiva extra-midollare
ed €& andato in progressione di malattia.
Nessuna risposta si & avuta nel paziente
#1. Considerando I'alto rischio di recidi-
va e la bassa probabilita che CTL deri-
vanti da donatore HLA-identico potesse-
ro indurre malattia del trapianto verso
I'ospite (GVHD) in riceventi un secondo
trapianto, i successivi pazienti (#3, #4 e
#5) hanno ricevuto infusioni profilattiche
di dosi scalari di CTL anti-leucemia dal
primo mese dopo il trapianto (range
1x10%-1x10°). Il paziente #4 ha evidenzia-
to ad alcuni tempi dopo il trapianto, la
presenza di chimerismo misto, successi-
vamente risolto, ed al momento i tre
pazienti sono in remissione di malattia,
in chimerismo completo, con un follow
up che va da 22 a 25 mesi. Quattro dei sei
pazienti sottoposti a trapianto T-depleta-
to di CSE (#5, #6, #7 e #9) sono stati tra-
piantati in presenza di malattia, per que-
sto sono stati attentamente monitorati i
livelli di malattia residua minima (MRM)
dopo il trapianto; i pazienti # 5, #6 e #7
hanno ricevuto infusioni di dosi scalari
di CTL non & appena si € evidenziato un
incremento di MRM, mentre il paziente
#9 & stato trattato in presenza di recidiva
clinica. [ pazienti #8 e #9 sono invece
stati trattati presenza di recidiva morfo-
logica. I pazienti #5, #7 e #9 sono al
momento in remissione completa di
malattia con un follow up che va da 15
mesi a piu di 3 anni; il paziente #10 ha
mostrato una risposta transitoria, segui-
ta da successiva progressione di malat-
tia; nei pazienti #6 e #9 non é stata osser-
vata nessuna risposta significativa dopo
le infusioni di CTL. I pazienti #2 e #8 affet-
ti da LMA, in recidiva clinica, sono stati
trattati con anti-CD33 con lo scopo di
ridurre il numero dei blasti prima dell’in-
fusione dei CTL. I pazienti #1, #7, #8 e
#10 hanno ricevuto basse dosi di IL-2 s.c
ad ogni infusione di CTL.

Conclusioni. 1 risultati ottenuti hanno
dimostrato che l'infusione di grandi
quantita di CTL di origine del donatore:
1) non ha determinato l'insorgenza di
malattia del trapianto verso l'ospite né
altre reazioni avverse; if) ha permesso il
ritorno ad uno stato di remissione com-
pleta in una quota di pazienti ricaduti
dopo trapianto allogenico.

I risultati inoltre suggeriscono che: i) in
caso di recidiva clinica con alto numero
di blasti presenti, la riduzione del carico
tumorale puo facilitare l'effetto anti-
tumorale dei CTL, mentre ii) nei pazienti
ad alto rischio di ricaduta sottoposti ad
un secondo trapianto da fratello HLA-
identico, I'infusione profilattica di dosi
scalari di CTL potrebbe aumentare I'ef-
fetto graft-versus-leukemia (GVL) del tra-
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pianto e favorire il mantenimento in uno
stato di remissione di malattia.
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Introduzione. Le immunodeficienze
gravi combinate (SCID) sono caratteriz-
zate da un’alterata funzionalita delle cel-
lule T, B ed NK con conseguente aumen-
to della suscettibilita a contrarre infezio-
ni gravi che, se non trattate adeguata-
mente, possono risultare fatali nei primi
mesi di vita. Ad oggi, sono state descrit-
te piu di 7 forme diverse di SCID e, per
ognuna di esse, € stato identificato il
gene alterato. La maggior parte dei geni
responsabili delle diverse forme di SCID
sono selettivamente espressi nelle cellu-
le ematopoietiche con alcune eccezioni
come I’ADA-SCID associata al deficit di
una proteina ubiquitaria, I’adenosina
deaminasi e la sindrome Nude/SCID
(MIM 601705) dovuta ad un’alterazione
del gene FOXNI espresso selettivamente
nell’epitelio timico e cutaneo.! Il fenotipo
Nude/SCID, descritto per la prima volta
nel 1996, € del tutto sovrapponibile a
quello murino descritto da Flanagan nel
1966 e si manifesta con alopecia congeni-
ta legata ad una anomalia di differenzia-
mento del bulbo pilifero — da cui il termi-
ne “Nude” - e atimia dovuta ad una ano-
malia nel differenziamento delle cellule
epiteliali. 11 difetto immunologico, la
distrofia ungueale e I'alopecia congenita
presenti nella sindrome Nude/SCID sono
effetti pleiotropici del gene FOXN1, coin-
volto nei processi maturativi del timo,
del bulbo pilifero e delle unghie. Tale
gene nell’'uomo, come nel topo e nel
ratto, codifica per una proteina apparte-
nente alla famiglia dei fattori di trascri-
zione winged-helix. Ad oggi sono state
descritte solo due mutazioni. Una di que-
ste, descritta in Italia, € la mutazione
nonsense R255X nell’esone 5 che, in
omozigosi, porta alla formazione di una
proteina non funzionante’ in analogia a
quanto gia descritto nel topo. Uno studio
di popolazione ha permesso di identifica-
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re 55 soggetti eterozigoti per la mutazio-
ne con una frequenza del 6,52% di porta-
tori sani nella popolazione studiata.’
Pertanto, considerato l'alta frequenza di
portatori sani, & stato pianificato un pro-
gramma mirato di counselling genetico.

Materiali e metodi. 1l counselling gene-
tico & stato effettuato da un’equipe mul-
tidisciplinare di pediatri, psicologi, gene-
tisti molecolari e ginecologi. Alle coppie
di soggetti eterozigoti & stata offerta la
possibilita di accedere ad un programma
di diagnosi prenatale per la Nude/SCID
approvato dal Comitato Etico Istituzio-
nale. Tale programma si sviluppa attra-
verso diverse fasi: a) una consulenza
multidisciplinare durante la quale vengo-
no illustrate tutte le fasi della diagnostica
prenatale, i loro rischi ed i possibili risul-
tati attesi; in questa fase & stato raccolto
anche il consenso informato all’esecuzio-
ne del prelievo e dell'indagine genetica;
b) un’ecografia ostetrica in IX settimana
di gestazione al fine di monitorare I'avan-
zamento della gravidanza; c) il prelievo
dei villi coriali eseguito tra I'XI e la XII
settimana di gestazione; d) i villi coriali,
cosi prelevati sono poi al microscopio
puliti dalla decidua materna e successi-
vamente processati per I'estrazione del
DNA fetale; e) il DNA fetale € poi control-
lato, mediante analisi di 15 STR, per veri-
ficare l'assenza di contaminazioni da
parte materna e la definizione del sesso
del nascituro; f) infine il DNA fetale & pro-
cessato per la specifica ricerca della
mutazione R255X nell’esone 5 del gene
FOXNI tramite metodica di PCR gia pre-
cedentemente descritta.’ Il DNA fetale &
sempre analizzato in parallelo al DNA
estratto dai genitori (anche allo scopo di
confermare il pedigree, attraverso I'ana-
lisi di un set di STR), con il DNA di un
controllo omozigote per la mutazione ed
il DNA di un soggetto non portatore della
mutazione in esame. Inoltre, il riscontro
della mutazione in omozigosi nel DNA
fetale € sempre confermata da analisi
eseguita con seconda metodica.

Risultati. Tale programma ha permesso
I'identificazione di due feti omozigoti per
la mutazione R255X. In entrambi i casi la
coppia ha scelto di interrompere la gravi-
danza. L’esame autoptico ha evidenziato,
in entrambi i feti, 'assenza del timo e
grossolane anomalie della pelle, tali evi-
denze sono compatibili con la malattia.
Uno dei due feti, inoltre, mostrava anche
difetti multipli del tubo neurale, quali
anencefalia e spina bifida.!

Conclusioni. 11 CEINGE, che e dal 2003
Centro di Riferimento Regionale per la
Biologia Molecolare Clinica-Genetica di
Laboratorio e la Diagnostica Molecolare
di Malattie Congenite del Metabolismo,
svolge attivita di diagnostica prenatale
molecolare di malattie genetiche eredita-
rie, in collaborazione con le strutture cli-
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niche del territorio e di altre regioni, e
tra queste ha iniziato ad occuparsi anche
di immunodeficienze. Tenuto conto del-
I’alto numero di geni le cui alterazioni
causano immunodeficienze, & auspicabi-
le che differenti centri possano lavorare
in modo sinergico sull’intero territorio
nazionale, al fine di assicurare la piu
completa copertura di diagnostica mole-
colare anche per le forme piu rare, ma
nello stesso tempo venga mantenuta una
stretta sinergia tra il laboratorio di gene-
tica molecolare e l'ambiente clinico,
anche al fine di offrire ai pazienti e alle
famiglie una corretta e completa consu-
lenza multidisciplinare.
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Introduzione. 1 siti fragili sono costrizioni
o rotture dei cromosomi in metafase che
insorgono spontaneamente o quando le
cellule coltivate in vitro sono esposte ad
agenti inibitori della replicazione del
DNA. I siti fragili sono classificati come
rari o comuni in base alla frequenza di
espressione nella popolazione. [ siti fragi-
li rari vengono ereditati in maniera men-
deliana e sono rilevati in meno del 5%
della popolazione. FRA16B, localizzato in
16q22.1, e il sito fragile raro pit frequen-
temente osservato. La caratterizzazione
molecolare della regione FRA16B ha
mostrato che nell’allele normale questa
risulta costituita da sequenze ripetute
polimorfiche (7-12 copie) ricche in AT, la
sua espressione & associata all’espansio-
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ne (fino a 2000 copie) di sequenze ripetu-
te di 33bp.!

Case report. Presentiamo il caso di un
paziente giunto alla nostra osservazione
all’eta di 20 anni per 'aggravarsi della
citopenia, insorta all’eta di 10 anni. Il
paziente nato a termine con palatoschisi
(corretta chirurgicamente all’eta di 6
anni) e fistola aorto-polmonare presenta-
va infezioni ricorrenti delle prime vie
aeree nei primi anni di vita. Inizialmente
il ragazzo presentava neutropenia isola-
ta, a cui si aggiungeva nel corso degli
anni anemia macrocitica e piastrinope-
nia. In occasione della prima osservazio-
ne presso il nostro centro I'emocromo
era il seguente: GB 1600/mmc, N34%, pre-
senti 15% di elementi immaturi della
linea mieloide, L. 39%, blasti 5%, Hb 6g/dl,
MCV 83, PIA 32000/mmc. L'analisi del
puntato midollare e la biopsia ossea
erano compatibili con diagnosi di RAEB:
cellularita 80%, eritroide diminuita, mie-
loide ipomaturante e displasica, micro-
megacariociti, ALIP, marcato incremento
del reticololo, blasti 20%. Non era evi-
dente clone PNH e veniva esclusa la dia-
gnosi di anemia di Fanconi. Le valutazio-
ni midollari effettuate in altra sede, negli
anni precedenti mostravano un quadro
di MDS con ipoplasia: il tentativo tera-
peutico con terapia immunosoppressiva
(ATG+CSA+steroide) effettuato all’eta di
15 anni non determinava miglioramento
dei parametri clinici.

Risultati. L'analisi citogenetica dell’aspi-
rato midollare e del sangue periferico
non stimolato del paziente mostrava
monosomia 7 in tutte le cellule analizza-
te; il cariotipo del sangue periferico sti-
molato con fitoemoagglutinina eviden-
ziava del(16)(q22) nel 4%, fra(16)(q22)
nel 6% delle cellule analizzate. La FISH
eseguita con sonda subtelomerica 16q su
nuclei in interfase di sangue periferico
del paziente mostrava del(16)(q22) nel
10% dei nuclei analizzati. Il cariotipo
costituzionale della madre rilevava
fra(16)(q22) nel 33% delle cellule e nes-
suna delezione. Anche la madre era stata
sottoposta ad intervento di correzione di
palatoschisi, soffriva di infezioni ricor-
renti e occasionalmente presentava
bassa conta dei neutrofili.

Conclusioni. E stato riportato uno studio
su madre e figlia entrambe con neutrope-
nia benigna cronica e fra(16)(q22) pre-
sente sia nel sangue periferico che nel
midollo osseo come unica anomalia cito-
genetica; viene ipotizzato che fra(16)
(q22) e la conseguente del(16) (q22) pos-
sano essere un fattore di rischio per lo
sviluppo di MDS/LMA.* Nel nostro caso
lo scarso numero di metafasi ottenute
non ha evidenziato fra(16)(q22) nelle cel-
lule coltivate di midollo osseo; alcuni
autori hanno riportato 'espressione dif-
ferenziale di FRAI6B tra i linfociti del
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sangue periferico e le cellule del midollo
osseo in pazienti con linfoma non-
Hodgkin e leucemia mielomonocitica
cronica.’ La progressione maligna della
neutropenia in RAEB é risultata associa-
ta alla comparsa di monosomia 7. E noto
che i pazienti con citopenia refrattaria e -
7 hanno il piu alto rischio di trasforma-
zione in LMA. La monosomia 7 & tra le
alterazioni citogenetiche piti comuni
delle MDS de novo e delle MDS/LMA che
insorgono nei pazienti con sindromi ere-
ditarie predisponenti (anemia di Fan-
coni, sindrome di Shwachman-Diamond,
neutropenia congenita severa, neurofi-
bromatosi tipo 1 ecc.). fra(16)(q22) e
del(16)(q22), come gia descritto in neu-
tropenia familiare, potrebbero giocare
un ruolo nel processo multistep della leu-
cemogenesi inteso come accumulo di
lesioni genetiche, rappresentando un fat-
tore predisponente per lo sviluppo di
disordini ematopoietici.
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Introduzione. 1l principale sintomo comu-
ne a tutti i pazienti con anemia di fanco-
ni, indipendentemente dal gruppo di
complementazione, & I'aplasia midollare.
La progressiva pancitopenia é il risultato
di una ridotta cellularita midollare, in
modo particolare dei progenitori emato-
poietici, dovuta ad una aumentata apop-
tosi e una aumentata sensibilita alle cito-
chine. Una complessa rete di segnali gui-
dano il passaggio delle cellule staminali
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pluripotenti a cellule del sangue mature,
un processo che ¢ il risultato della rego-
lazione di differenti geni durante le varie
fasi della maturazione. Gli specifici cam-
biamenti di espressione di RNA osserva-
te in cellule fanconi suggeriscono un
ruolo regolatore delle proteine fanconi
nell’espressione dei geni coinvolti nella
differenziazione delle cellule della linea
mieloide e nella risposta infiammatoria.
FAZF (fanconi anemia zinc finger) appar-
tiene alla famiglia dei fattori di trascrizio-
ne BTB/POZ-ZF che ha una forte omolo-
gia con PLZF ed é stato mostrato legare
sia PLZF che la proteina FANC-C. FAZF &
espressa ad alti livelli durante i primi
stadi di differenziamento delle cellule
staminali ematopoietiche e sembra poi
diminuire durante la differenziazione
nella linee mieloidi e eritroidi. La sovra-
espressione di FAZF in una linea cellulare
mieloide monocito/macrofagica U937
induce un notevole aumento dell’apopto-
si e un arresto delle cellule in G1. Topi
Knock Out per FAZF non mostrano alte-
razione nello sviluppo del sistema ema-
topoietico. Tuttavia topi deficienti per
FAZF mostrano un difetto nella omeosta-
si delle cellule staminali ematopoietiche,
un incremento di proliferazione di linfo-
citi T e aumentata produzione di citochi-
ne in cellule CD4' e CD8'. L'insieme di
questi risultati suggerisce un possibile
ruolo di FAZF nei processi di differenzia-
zione dei progenitori midollari.

Materiali e metodi. In questo lavoro
abbiamo studiato tramite real-time PCR
I'espressione di FAZF in mononucleate
midollari di pazienti con anemia di fanco-
ni. Lo studio & stato fatto sulle cellule
mononucleate totali e nei sottogruppi di
cellule linfocitarie CD3' e mieloidi/eritroi-
di CD3-. Abbiamo poi studiato I'effetto
della sovra espressione di FAZF in cellule
linfoblastoidi normali (HSC93) per valu-
tare se 'aumento di espressione di FAZF
puo indurre un fenotipo fanconi in cellu-

le normali.
Risultati. 1 risultati preliminari su 10

pazienti e 10 controlli non mostra alcuna
differenza di espressione nelle MNC tota-
li (come anche riportato dai dati di
macroarray su geneshifter). Quando
pero si studia I’espressioni nella sottopo-
polazioni CD3, i pazienti FA mostrano un
livello di espressione notevolmente diffe-
rente dal controllo. Poiché sembra che
FAZF sia in grado di regolare I'attivita di
NF-kB, questa & stata studiata in estratti
nucleari otenuti da cellule CD3- midolla-
ri. Inoltre & stata studiata 'espressione
di alcuni geni a valle di NF-kB nelle cellu-
le CD3- quili MAPKS8 e FLIP. Tuttavia sia
I’attivita di NF-kB e I’espressione dei sud-
detti geni non variano significativamente
nelle CD3- dei pazienti fanconi rispetto al
controllo. Se la sovra espressione di
FAZF & conseguenza della mancanza di
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una proteina fanconi, allora & possibile
che quando noi sovra esprimiamo FAZF
nelle cellule queste acquisiscano un
fenotipo fanconi-simile. Per verificare
ci0, abbiamo sovra espresso FAZF in cel-
lule linfoblastoidi normali (HSC93) e
abbiamo testato il loro comportamento
in relazione ad alcune caratteristiche
fenotipiche delle cellule fanconi. La sen-
sibilita agli agenti alchilanti € una carat-
teristica tipica delle cellule fanconi.
Risultati preliminari mostrano che le cel-
lule HSC93 che sovra esprimono FAZF
hanno una sensibilita alla MMC interme-
dia tra la linea normale HSC93 e una linea
FA-A (HSC072). La sensibilita delle cellule
fanconi agli agenti alchilanti dipende da
un difetto nella riparazione del DNA.
Tuttavia € stato dimostrato che la sensi-
bilita alla MMC di cellule FA & notevol-
mente ridotta quando nel medio di coltu-
ra si mette un antiossidante e quindi la
sensibilita alla MMC dipende almeno in
parte anche dalla risposta al danno ossi-
dativo causato nelle cellule dal farmaco.
Per verificare I'ipotesi che FAZF sia in
qualche modo coinvolta nella regolazio-
ne della sensibilita al danno ossidativo,
abbiamo testato la sensibilita di queste
cellule ad un agente ossidante come il
KBrO3. Come da noi ipotizzato queste
cellule mostrano una alta sensibilita al
KbrO3 supportando l'ipotesi che una
alterata espressione di FAZF modifichi la
capacita della cellula di rispondere allo
stress ossidativi.

Conclusioni. Noi ipotizziamo un ruolo
delle proteine fanconi nella regolazione
dell’espressione di geni specifici, come
FAZF, in differenti linee ematologiche. I
risultati sullo studio di espressione di
FAZF ottenuti mostrano come la scelta di
dividere le cellule mononucleate midolla-
ri in varie sottopopolazioni permetta di
identificare variazioni di espressione
altrimenti nascoste. I risultati preliminari
sulla linea cellulare che sovra esprime
FAZF sostengono l'ipotesi di un ruolo di
FAZF nel determinare il fenotipo cellulare
fanconi, in particolare nella risposta allo
stress ossidativo. Un futuro studio di
proteomica indirizzato a capire come
varia 'espressione di proteine responsa-
bili della risposta allo stress ossidativo
nelle cellule che sovra esprimono FAZF,
potrebbe aiutare a meglio comprendere i
meccanismi molecolari che portano
all’aplasia midollare in pazienti con FA e
indirizzare verso nuove terapie farmaco-
logiche.
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Introduzione.. L'aplasia midollare acquisi-
ta (AA) e lI'’emoglobinuria parossistica
notturna (EPN) sono due patologie stret-
tamente correlate con possibile evoluzio-
ne reciproca. LEPN & un disordine delle
cellule staminali ematopoietiche causato
da una mutazione acquisita del gene X-lin-
ked PIG-A, che codifica per un enzima
necessario nel primo step della biosintesi
dell’ ancora glicosilfosfatidilinositolo
(GPD). Le mutazioni del gene PIG-A deter-
minano l'assenza o la diminuizione sulla
superficie delle cellule di tutte le proteine
legate da GP], tra cui il decay accelerating
factor, DAF (CD55) e il membrane inhibitor
of reactive lysis, MIRL (CD59), che regola-
no l'attivazione del complemento sulla
superficie delle cellule. Studi su pazienti
adulti con AA hanno evidenziato una ele-
vata incidenza di cloni EPN alla diagnosi,
apparentemente correlata alla risposta
alla terapia immunosoppressiva (IST). Il
significato biologico della presenza di
cloni EPN nell’AA rimane tuttora contro-
verso e nella popolazione pediatrica deve
ancora essere ben definito: sembra infatti
che il meccanismo che sottosta a queste
forme di aplasia sia differente nel bambi-
no rispetto all’adulto. NellAA é& stato
dimostrato un aumento dei progenitori
midollari apoptotici non solo nel midollo,
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ma anche nel sangue periferico. La valuta-
zione simultanea della conta assoluta e
dellindice apoptotico delle cellule CD34+
circolanti nei pazienti pediatrici con AA ci
ha permesso in uno studio precedente di
evidenziare precocemente una ricaduta o
un’evoluzione in senso mielodisplastico.
L‘obiettivo del presente studio & stato
quello di monitorare la presenza di cloni
EPN, la conta assoluta e I'indice apoptoti-
co delle cellule CD34+ circolanti alla dia-
gnosi e durante il follow-up nei bambini
con AA, con lo scopo di studiare la corre-
lazione di questi valori con la risposta alla
terapia e con I'outcome della malattia.

Materiali e metodi. Ventiquattro pazienti
pediatrici con diagnosi di AA effettuata
presso il Centro di Torino tra 1990 e il
2009, sono stati studiati per la presenza
di cellule EPN. Diciotto (75%) presentava-
no una forma severa (SAA) o molto seve-
ra (VSAA) e 6 (25%) una forma non severa
(nSAA) L'eta mediana alla diagnosi era di
8.7 anni, 14 (58,3%) erano maschi e 10
(41.7%) femmine. Il monitoraggio dei cloni
EPN alla diagnosi, durante e dopo IST &
stato eseguito mediante analisi citofluori-
metrica in doppia fluorescenza per CD59
e CD11b sui neutrofili circolanti. In base
alle analisi effettuate su 72 soggetti sani &
stato definito un cut-off di normalita pari
allo 0.15% (media cloni PNH nei soggetti
sani= 0.030+0.042). La conta assoluta delle
cellule CD34+ e il loro indice apoptotico
sono state valutate mediante citofluori-
metria con un’analisi in tripla fluorescen-
za per CD45, CD34 e annessina V. Il moni-
toraggio dei cloni EPN € avvenuto tramite
141 determinazioni, con una media di 6
per paziente; la valutazione delle cellule
CD34+ e della loro conta assoluta & avve-
nuta tramite 615 analisi. Tutti i 23 pazien-
ti tranne 4 (che ricevettero come primo
trattamento il trapianto di midollo osseo
da familiare HLA compatibile), sono stati
trattati con IST secondo il protocollo
EBMT (siero antilinfocitario, ciclosporina,
CSA, +/- G-CSF). Le variabili quantitative
sono state presentate come valori medi e
range o valori assoluti e percentuali.
Nell’ambito di uno studio multicentrico
AIEOP iniziato nel marzo 2008 e tuttora in
corso, sono stati analizzati per la presen-
za di cloni EPN 35 ulteriori pazienti, di cui
valutabili 30, per complessive 51 analisi.
Di questi 4 erano AA alla diagnosi, 13 in
trattamento immunosoppressivo con CSA

e in RC o RP e 10 off-therapy.
Risultati. Centro di Torino: nei 16 pazienti

seguiti dalla diagnosi il clone EPN é stato
riscontrato in 9 (56%) (range neutrofili
CD59 negativi 0.2-2.2%), nei pazienti IST
un clone EPN ¢ stato osservato almeno in
una determinazione nell’'87% (0.2-12.6%) e
in off therapy nel 67% (0.2-1.58%). In det-
taglio nei pazienti seguiti dalla diagnosi
EPN positivi, 7 hanno ricevuto come
primo trattamento IST e sono stati moni-
torati durante il trattamento e in off thera-
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py; due hanno ricevuto TMO da familiare
compatibile e sono stati esclusi dal moni-
toraggio. Dei 7 pazienti EPN+ trattati con
IST, 4 hanno avuto risposta parziale o
completa dopo 1 o 2 cicli. A 3-6 mesi
dall’ALG presentavano tutti un significati-
vo aumento della conta assoluta delle cel-
lule CD34+ circolanti e una riduzione del
loro indice apoptotico con una scompar-
sa del clone EPN. Tuttavia il clone si & suc-
cessivamente ripresentato in corso di
terapia con CSA a pieno dosaggio ed &
rimasto presente anche alla sospensione
della CSA (range 0.28-1.33%); contempo-
raneamente abbiamo osservato una ridu-
zione della conta assoluta delle cellule
CD34+ circolanti e un aumento del loro
indice apoptotico. Dei restanti 3 pazienti
EPN-+ alla diagnosi e trattati con IST, uno,
non-responder, ha sviluppato MDS e ha
quindi ricevuto un TMO aploidentico ed &
ancora in vita; in questo paziente il moni-
toraggio dei cloni EPN & rimasto costante-
mente positivo, al momento dell’evoluzio-
ne clonale I'analisi citofluorimetrica delle
cellule CD34+ presentava il tipico pattern
da noi precedentemente osservato nelle
MDS, caratterizzato da alta conta assoluta
delle cellule CD34+ e basso indice apopto-
tico; uno, non- responder, € attualmente al
giorno 180+, ha ripresentato un clone EPN
al giorno 30+, poi scomparso; uno, attual-
mente non responder al giorno 90+, dopo
la diagnosi non ha pil presentato il clone
EPN. Tra i pazienti EPN negativi alla dia-
gnosi (7/15 pazienti, 47%), 5 sono stati
trattati con IST, hanno avuto una risposta
parziale e sono rimasti costantemente
EPN negativi. I due pazienti EPN negativi
alla diagnosi non trattati con IST hanno
ricevuto TMO familiare come primo trat-
tamento e sono stati esclusi dal successi-
vo monitoraggio. Nei pazienti EPN+ alla
diagnosi sono stati osservati valori signifi-
cativamente piu bassi di neutrofili
(p<0.001), emoglobina (p<0.01), reticoloci-
ti (p<0.001) e CD34+/uL (p<0.001) rispetto
ai pazienti EPN-, tuttavia 'andamento cli-
nico della malattia non ha presentato
significative differenze tra i due gruppi.
Otto pazienti sono stati monitorati solo
dopo la diagnosi (avvenuta prima dell’ini-
zio del presente studio); quattro erano in
trattamento con CSA e 4 off therapy. Il fol-
low up medio in questi pazienti & stato di
127 mesi (range 14-277). Sono stati tutti
persistentemente negativi per la ricerca
di cloni EPN durante il monitoraggio, tran-
ne tre, in cui la comparsa dei cloni (range
0.2-12.6%) si e verificata in 2 pazienti in
corrispondenza della ricaduta ematologi-
ca e in una paziente & avvenuta 25 mesi
prima di un calo significativo delle conte
periferiche che ha richiesto un incremen-
to dei dosaggi di CSA. In questi 3 pazienti
in concomitanza della comparsa dei cloni
EPN abbiamo osservato un significativo
aumento dell'indice apoptotico delle cel-
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lule CD34+ circolanti associato ad una
bassa conta assoluta. Studio multicentri-
co: dei pazienti AA alla diagnosi il 50%
presentava cloni EPN (range 0.55-0.91%);
inIST il 31% (range 0.16-5.51%) e off-thera-
py il 40% (range 0.32-4%). Di un paziente
con clone EPN alla diagnosi abbiamo una
analisi a 3 mesi da ATG, con scomparsa
del clone. Di interesse il caso di un pazien-
te sottoposto a TMO da fratello e succes-
sivamente recidivato, in cui alla recidiva
era presente un clone EPN del 2.27%, suc-
cessivamente negativizzato dopo IST.
Conclusioni. Nei pazienti della casistica
del singolo centro analizzati abbiamo
osservato la presenza di cloni EPN alla
diagnosi in un’alta percentuale di casi
(56%), in accordo con i dati della lettera-
tura che si riferiscono per lo piu agli adul-
ti con AA. A differenza dello studio di
Sugimori et al. non abbiamo tuttavia
osservato una chiara correlazione tra pre-
senza di cloni EPN alla diagnosi e la rispo-
sta all'IST. La presenza di cloni EPN alla
diagnosi sembra comunque correlata ad
un maggiore danno immunomediato. Nei
pazienti EPN+ alla diagnosi si &€ osservata
una scomparsa temporanea del clone
EPN a tre mesi dall’ALG e in trattamento
con CSA, associata apparentemente ad
una fase di notevole intensita immuno-
soppressiva. In questi pazienti tuttavia il
clone EPN é successivamente ricomparso
senza correlazione con 'andamento clini-
co. Nei pazienti EPN negativi per un lungo
periodo di follow up, la comparsa di un
clone EPN sembrerebbe predittiva di rica-
duta. Nell'unico paziente che ha presenta-
to evoluzione in MDS un clone EPN era
presente fin dalla diagnosi e non abbiamo
osservato significative variazioni della
percentuali di cellule EPN al momento
dell’evoluzione clonale. I dati dello studio
multicentrico, per quanto preliminari,
confermano le osservazioni precedenti. In
conclusione, il monitoraggio dei cloni
EPN, della conta assoluta e dell'indice
apoptotico delle cellule CD34+ circolanti
nei pazienti pediatrici con AA sembra for-
nire dei dati indiretti sul danno immuno-
mediato a carico della cellula staminale
emopoietica molto precoci rispetto alle
variazioni dei reticolociti e dell’esame
emocromocitometrico e potrebbe essere
di aiuto nel modulare il trattamento
immunosoppressivo.
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Introduzione. La discheratosi congenita
(DC) & una rara malattia multisistemica
caratterizzata da una triade di sintomi
muco-cutanei, che comprende anomalie
della pigmentazione cutanea, distrofia
ungueale e leucoplachia delle mucose.
Possono essere presenti anche altre ano-
malie. L'insufficienza del midollo osseo &
la causa principale di morte precoce,
unitamente alla predisposizione alle
lesioni tumorali e alle complicazioni pol-
monari ad esito fatale. La DC presenta
una notevole eterogeneita clinica e gene-
tica, infatti, sono note forme recessive,
legate al cromosoma X, forme autosomi-
che dominanti e forme autosomiche
recessive. La penetranza della malattia €
molto variabile con forme difficilmente
diagnosticabili e forme severe come
nella sindrome di Hoyeraal-Hreidarson.
Con la recente identificazione di 6 geni
(DKCI1, TERC, TERT, NOP10, NHP2 e
TINF2)' responsabili della DC & sempre
piu evidente che le caratteristiche muco-
cutanee possono non essere presenti. La
maggior parte dei geni responsabili della
DC codificano per componenti del com-
plesso delle telomerasi o della scelterina
entrambe coinvolte nel mantenimento
del telomero, per questo, si ritiene che la
DC sia causata da un accorciamento del
telomero. L'identificazione di mutazioni
di TERC, TERT e TINF2 in alcuni pazienti
con anemia aplastica (AA) e mielodispla-
sia (MDS),” hanno posto il quesito se
questi pazienti possono essere inquadra-
ti nella DC o pur condividendo il difetto
genico presentano caratteristiche biolo-
giche differenti. L'obiettivo di questo stu-
dio & la caratterizzazione biologica di
pazienti con diagnosi di anemia aplastica
che presentano mutazioni del gene

TERC.
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Materiali e metodi. 1l DNA dei pazienti e
dei familiari & stato estratto, amplificato
mediante PCR, ed analizzato con sequen-
ziamento diretto. Le cellule midollari
sono state incubate con anticorpi anti
TNF-o e IFN-y ed analizzate in citoflouri-
metria. | progenitori midollari sono stati
coltivati in metil-cellulosa con e senza
anticorpi anti TNF-a. e/o IFN-y.

Risultati preliminari. Paziente #1: esordio
all’eta di 14 anni con AA non grave. La
sua mutazione, c.53T>A determina un
cambiamento nella sequenza “stampo”
del telomero. La stessa mutazione € stata
identificata nel fratello piu giovane, asin-
tomatico, HLA identico e candidato alla
donazione di midollo. La mamma non &
mutata e non & stato possibile estendere
I'analisi al padre, deceduto per leucemia
all’eta di 46 anni. L'espressione di TNF-a
e di [FN-y & superiore rispetto ai control-
li. In vitro, I'inibizione di TNF-o e di IFN-y,
ha causato un rilevante incremento della
crescita di BFU-e, assente nei controlli
normali. Paziente #2: esordio a 47 con AA
grave. La mutazione ¢.210C>G determina
una modificazione della struttura terzia-
ria dell’'RNA di TERC. Lo studio del gene
non & stato esteso alla famiglia perché
non disponibile. L'espressione di TNF-o. e
di IFN-y € risultata paragonabile a quella
dei controlli e I'inibizione delle citochine
non da incremento della crescita di BFU-
e. Paziente #3: esordio all’eta di 16 anni,
presenta una mutazione ¢.300G>C. Lo
studio genetico della famiglia e la carat-
terizzazione biologica sono in corso.
Conclusioni. Lo studio dei pazienti ha
rivelato una correlazione tra gravita di
malattia all’esordio e tipo di mutazione.
Le citochine mielosoppressive sembrano
avere un ruolo nell'insufficienza midolla-
re in uno dei pazienti mutati, studiati.
L’analisi dei familiari indica I'utilita dello
studio del gene TERC al fine di individua-
re portatori asintomatici, escluderli
come donatori di midollo e impostare un
adeguato protocollo di sorveglianza.
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Introduzione. La neutropenia congenita
severa (NCS) & una rara malattia geneti-
ca caratterizzata sin dai primi mesi di
vita da grave neutropenia, ricorrenti infe-
zioni batteriche e arresto della matura-
zione mieloide alla fase di promieloci-
ta/mielocita. E considerata una sindrome
pre-leucemica, infatti, ha un’incidenza
cumulativa di circa il 25% dopo 20 anni di
osservazione. Inizialmente descritta
come malattia autosomica recessiva e
meglio conosciuta come sindrome di
Kostmann, alla luce di nuove conoscen-
ze, basandosi sul tipo di ereditarieta si
possono dividere due maggiori sottotipi:
ad ereditarieta autosomica dominante
causata da mutazioni eterozigoti del
gene ELANE (ELA2) responsabili di circa
il 60% dei casi di SCN' e ad ereditarieta
autosomica recessiva causata da muta-
zioni omozigoti del gene HAX1.? La pro-
teina HAX1 ha una predominante localiz-
zazione mitocondriale, dove esercita un
controllo sull’integrita della membrana
interna e regola I’apoptosi, ma sono state
descritte numerose altre funzioni e loca-
lizzazioni cellulari. Il meccanismo attra-
verso il quale la mancanza di questa pro-
teina provochi NCS non & chiaro. |
pazienti con mutazioni nei geni ELANE o
HAXI hanno un identico fenotipo clinico
e morfologico, cio suggerisce che potreb-
be esserci un evento comune causato da
entrambe le mutazioni. Finora i pazienti
con NCS descritti sono individui del
Medio Oriente, Giappone e della famiglia
svedese originariamente studiata da
Kostmann.*! Per capire se mutazione del
gene HAXI sono caratteristiche di speci-
fiche popolazioni o possono essere
causa di NCS anche in popolazioni euro-
pee abbiamo studiato la nostra coorte di
pazienti italiani con NCS.

Materiali e metodi. 11 DNA genomico &
stato estratto dal sangue periferico dei
pazienti e dei componenti delle loro
famiglie con kit commerciali. Le mutazio-
ni del gene ELANE sono state analizzate
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come precedentemente descritto.’ [ sette
esoni del gene HAX] e le relative regioni
fiancheggianti sono state amplificate
mediante PCR e le sequenze dei prodotti
relativi analizzate tramite sequenza
diretta utilizzando il Big Dye Terminator
v3.1 kit e ABI PRISM3100 (Applied
Biosystem).?

Risultati. I’analisi dei pazienti studiati ha
permesso di identificare due pazienti ita-
liani che presentavano mutazioni del
gene HAXI. Nel primo paziente, un bam-
bino di 4 anni con gravi infezioni sin dai
primi giorni di vita e con un grave ritardo
psicomotorio, abbiamo trovato una
mutazione eterozigote composta nel-
I’'esone 3, formata da una frame-shift
¢.430_431insG che dava origine ad un
prematuro codone di stop Val144GlyfsX5
ereditato dal padre e una mutazione mis-
sense ¢.389T>G causante una sostituzio-
ne di aminoacidi Leul30Arg ereditata
dalla madre. Questa sostituzione non &
stata precedentemente descritta ed
abbiamo escluso fosse un polimorfismo
perché non & stata trovata in 90 campio-
ni di controllo. Entrambi i genitori ed un
fratello portatori eterozigoti non presen-
tavano segni clinici della malattia. Il
secondo paziente, un bambino di 7 anni
con diagnosi di NCS associata a grave
ritardo psicomotorio e miopia bilaterale
severa, presentava una mutazione omo-
zigote c.409C>T, nell’esone 3, che dava
origine ad un prematuro codone di stop
p-GIn137X. Questa mutazione & nuova ed
entrambi i genitori sono portatori, non
consanguinei, ma entrambe le famiglie
originarie della stessa zona geografica.
Conclusioni. In base ai nostri risultati le
mutazioni del gene HAX1 che causano
NCS ad ereditarieta autosomica recessi-
va non sono limitate a popolazioni con
particolari origine etnica, ma possono
essere presenti anche in altre popolazio-
ni, come quella italiana. [ nostri dati con-
fermano la stretta correlazione fra geno-
tipo e fenotipo precedentemente descrit-
ta.’ Le mutazioni presenti nel transcrit-
tol sono associate solo a NCS, mentre le
mutazioni che interessano sia il trascrit-
tol che il trascritto 2 causano NCS asso-
ciata a sintomi neurologici, nei nostri
pazienti le mutazioni descritte sono nel-
I’esone 3 e quindi interessano entrambi i
trascritti 1 e 2, infatti, entrambi sono
affetti da NCS associata a gravi disturbi
psicomotori. Il gene HAX1 ¢ largamente
espresso, ma le sue mutazioni sono rela-
tivamente poco comuni, quindi la descri-
zione di ogni nuovo paziente, e la com-
prensione di come il tipo di mutazione
puo influire sul fenotipo e/o sulla suscet-
tibilita alla trasformazione leucemica
aggiunge nuove e preziose informazioni
necessarie per meglio caratterizzare le
peculiarita cliniche dei pazienti HAXI
mutati e il ruolo della proteina HAX1.
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Introduzione. Esiste una relazione com-
plessa tra il sistema del plasminogeno e
I'invasivita tumorale. Come & noto, I'au-
mentata produzione di Attivatore urochi-
nasico del plasminogeno (uPA) e la mag-
giore espressione del recettore specifico
(uPA-R) da parte della cellula neoplasti-
ca, conduce non soltanto ad aumentata
conversione del plasminogeno in plasmi-
na (con conseguente proteolisi della
matrice extracellulare ed incremento
dell'invasivitd), ma anche per azione
dell’'uPA-R ad aumento della proliferazio-
ne, del movimento e dell’adesione della
cellula neoplastica. Normalmente I'inibi-
tore 1 del plasminogeno (PAI-1) agisce
sugli attivatori (urochinasico e tessuta-
le) modulando la trasformazione del pla-
sminogeno in plasmina. Il gene del PAI-1
situato sul braccio lungo del cromosoma
7, presenta alcuni polimorfismi (4G/4G,
5G/5G, 4G/5G) che sono stati diversa-
mente correlati all’invasivita tumorale."”
Da un recente studio effettuato su prepa-
rati istologici di tumori diversi (in preva-
lenza tumori del sistema nervoso centra-
le) e stata trovata una stretta correlazio-
ne tra la presenza di focolai di trombosi
intratumorale ed aggressivita. In partico-
lare nell’astrocitoma di Il e Il grado, la
progressione in glioblastoma ¢ risultata
molto pil veloce, rispetto ai tumori che
non presentavano fenomeni trombotici.?
Lo studio tuttavia, non ha valutato se nei
casi con trombosi intratumorale, fossero
anche presenti fattori di rischio trombo-
filico. Sulla base di queste premesse
abbiamo intrapreso uno studio con il fine
di correlare la presenza dei diversi poli-
morfismi del PAI-1 e di focolai di trombo-
si intratumorale, con il grado di aggressi-
vita e la risposta alla chemioterapia in un
gruppo di bambini affetti da neoplasie di
diversa origine.

Materiali e metodi. 1) Tutti i bambini del
campione sono stati sottoposti a scree-
ning per i fattori di rischio trombofilico
(genetici ed acquisiti) per valutarne la
predisposizione alla trombosi indipen-
dentemente dalla malattia. 2) A tutti &
stata effettuata ricerca dei polimorfismi
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genici del PAI-1. 3) Tutti i preparati isto-
logici da tumore primario, sono stati
rivalutati per la ricerca di focolai di trom-
bosi intratumorale, come descritto in let-
teratura.®* 4) Sono stati segnalati e
descritti i casi di trombosi extratumorali.
Risultati. Sono stati reclutati 8 bambini:
tre bambini hanno presentato neoplasie
cerebrali (ependimoma, medulloblasto-
ma, disgerminoma); negli altri casi si
sono avuti i seguenti istotipi: osteosarco-
ma, rabdomiosarcoma alveolare, rabdo-
miosarcoma embrionale, linfoma B, istio-
citosi X. Allo studio dei polimorfismi 3
bambini hanno presentato polimorfismo
4G/4G, 3 il polimorfismo 4G/5G e due il
5G/5G. Trombosi intratumorali sono
state evidenziate in due bambini, I'uno
affetto da ependimoma, I'altro da osteo-
sarcoma.

Gli stessi bambini hanno presentato inol-
tre trombosi a carico di grossi vasi veno-
si (rispettivamente seno sagittale, vena
poplitea). Dallo studio dei polimorfismi
genici relativo ad un pre-esistente stato
trombofilico sono risultati in entrambi i
casi presenza di polimorfismo MTHFR
677TT. Mentre nel caso di ependimoma il
tumore é risultato rapidamente progres-
sivo, nell’osteosarcoma — rimosso com-
pletamente ed attualmente in trattamen-
to chemioterapico post-chirurgico - al
momento non si sono avute recidive.
Conclusioni. Dallo studio in corso preve-
diamo di porre in evidenza diversi aspet-
ti 'importanza di sottoporre a screening
trombofilico i bambini affetti da neopla-
sia maligna al fine di selezionare una pre-
disposizione che puo favorire il fenome-
no trombotico indipendentemente dal-
I’azione procoagulante svolta dal tumo-
re. La prevalenza di un polimorfismo dl
PAI-1 rispetto ad un altro come indice di
aggressivita tumorale, richiede studi
allargati per confermare il dato. La valu-
tazione istologica della neoplasia
dovrebbe comprendere sempre anche la
ricerca di focolai di trombosi intratumo-
rale per individuare una sua correlazio-
ne con l'aggressivita del tumore.
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Sono stati analizzati 8 campioni prove-
nienti da 6 pazienti operati presso la
Neurochirurgia OIRM e trattati dall’On-
coematologia Pediatrica. L'approccio
proteomico alle neoplasie neuroecto-
dermiche puo fornire una pit precisa
caratterizzazione molecolare del medul-
loblastoma e permettere di identificare
marcatori biomolecolari di possibile uti-
lita nella stratificazione dei pazienti
secondo l’aggressivita biologica delle
varie categorie diagnostiche identificate
dall’analisi anatomopatologica e dalla
biologia molecolare. La disponibilita di
campioni tumorali adeguatamente con-
gelati ha permesso di intraprendere lo
studio e la precisa correlazione tra
aspetti macroscopici e microscopici;
inoltre I’analisi proteomica ha permesso
di analizzare aspetti di variabilita intra-
tumorale, il che riveste un aspetto di
una certa rilevanza nell’ambito di que-
ste neoplasie. L'analisi proteomica &
partita dalle mappe ottenute mediante
la tecnica di “finger printing” e dalla
successiva identificazione delle protei-
ne mediante 'utilizzo del MALDI-TOF in
spettrometria di massa. La classificazio-
ne istologica dei casi studiati & cosi
distribuita (WHO 2007): cinque medul-
loblastomi di tipo “classico” - e tra que-
sti uno del sottotipo melanotico - e un
medulloblastoma anaplastico a grandi
cellule. Di questo ultimo caso & stato
possibile esaminare anche un prelievo
post-radioterapia relativo ad un secon-
do intervento neurochirurgico. Sono
state identificate sui tutti i casi esamina-
ti un centinaio di proteine che permet-
tono di descrivere il profilo proteico del
MDB. Le proteine maggiormente espres-
se nei tumori con istologia classica
appartengono a varie categorie e
mostrano una certa costanza di espres-
sione. In generale si osserva l'espres-
sione di proteine coinvolte nel processo
di trasformazione neoplastica e le stress
response proteins (HSP). Rilevante &
I'iperespressione di HSP70 e HSP60 non-
ché della disolfuro isomerasi, di protei-
ne apoptotiche come MAP kinasi e altre
proteine del ciclo cellulare, proteine
nucleari (homeobox) e del citoschele-
tro. Nel caso con componente melanoti-

AIEOP... in Lab, Milano, 22-23 ottobre 2009

ca l'analisi di differenti aree - macrosco-
picamente di aspetto differente e colore
pill scuro e microscopiamente caratteri-
zate da granuli di melanina e cellule peri-
vascolari positive con I’anticorpo HMB45
— ha permesso di studiare le proteine
presenti nelle limitate aree pigmentate
del caso di sottotipo melanotico, correla-
te alla sintesi della melanina di tipo
oculo-cutaneo e confrontarle con la com-
ponente cellulare non pigmentata molto
piu rappresentata. L'identificazione a
livello proteomico dell’espressione di
proteine legate alla sintesi enzimatica di
melanina conferma gli scarsi dati della
letteratura sul MDB melanotico (sulla
presenza della forma oculocutanea e non
di neuromelanina o lipofuscine nelle aree
pigmentate). La disomogeneita proteo-
mica tumorale nell’ambito di queste neo-
plasie neuroectodermiche appare quindi
limitata e puo essere un aspetto di diffe-
renziazione divergente. Il caso con istolo-
gia a grandi cellule mostra I’espressione
di proteine collegate alla elevata aggres-
sivita biologica: CD140 (recettore che
lega sia il PDGFA che il PDGFB ed ha pro-
prieta tirosin chinasica), annessina VIII e
chinasi 9 chinasi dipendente. [l MDB ana-
plastico esprime anche un certo numero
di proteine coinvolte nella invasione
tumorale e metastatizzazione come la
NDKA (Tumor metastatic process associa-
ted protein). E stato possibile analizzare
di questo caso anche il prelievo al
momento del secondo intervento chirur-
gico per recidiva: il complesso profilo
proteico del MDB anaplastico si semplifi-
ca di molto dopo il processo radioterapi-
co, che mostra la perdita delle proteine
citoplasmatiche e della membrana cellu-
lare e la comparsa di nuove proteine
nucleari e di proteine correlate alla resi-
stenza farmacologia. La modificazione
radioindotta del corredo proteico con la
comparsa di nuove proteine (correlate
all’'ubiquitina e suo metabolismo), ma
soprattutto la semplificazione delle pro-
teine espresse (con perdita del’HSP27) &
di notevole interesse perché potrebbe
aprire nuovi scenari nella scelta dei che-
mioterapici da utilizzare dopo la radiote-
rapia che rimane un pilastro fondamen-
tale nella terapia combinata del medullo-
blastoma.
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Introduzione. 1 glioblastomi multiformi
(GBM) sono tumori cerebrali eterogenei,
altamente proliferanti, a tutt’oggi trattati
in modo non soddisfacente e classificati
come gliomi di IV grado. Vengono aspor-
tati chirurgicamente, e poi trattati con
radioterapia e chemioterapia a base di
agenti alchilanti. Tuttavia, recenti sco-
perte supportano nuove ipotesi biologi-
che'? che potrebbero portare a riconsi-
derare i tradizionali approcci terapeutici.
A questo riguardo, risulta cruciale defini-
re le caratteristiche biologiche e micro-
ambientali del GBM. In particolare, &
stato dimostrato che i tumori cerebrali
sono caratterizzati da un microambiente
ipossico, che correla con l'aggressivita
del tumore,* e liper-attivazione del
hypoxia inducible factor-la. (HIF-1a), la
molecola sensore dell'ipossia maggior-
mente descritta, € implicata nella pro-
gressione del tumore. L'ipossia correla
anche con la resistenza ai chemoterapi-
ci, il che suggerisce che una pitt appro-
fondita comprensione della nicchia
tumorale potrebbe essere essenziale ai
fini di un miglioramento delle attuali
strategie terapeutiche. Recenti studi
hanno anche suggerito che i geni regola-
ti da HIF sono preferenzialmente espres-
si nelle cellule staminali di glioma rispet-
to alle cellule staminali normali e che
I'ipossia induce il de-differenziamento
nei neuroblastoma.’ Queste scoperte
confermano una potenziale forte correla-
zione fra il livello di staminalita del tumo-
re e il tasso di ipossia propria della nic-
chia. Le attuali ricerche sulle culture pri-
marie dei tumori cerebrali vengono gene-
ralmente condotte su porzioni random di
materiale bioptico, non determinabile a
livello regionale. In base ad un recente
studio, sembra che all’interno della
massa tumorale di GBM sussistano due
tipi di cellule staminali cancerose (CSC)
con caratteristiche regionali specifiche.’
Scopo e metodi. In questo studio abbia-
mo investigato il profilo fenotipico delle
regioni concentriche presenti nella
massa di GBM in correlazione al gradien-
te di O=. Mediante chirurgia image-guided
sono stati campionati delle aree intra-
tumorali specifiche, al fine di definirne la
potenziale eterogeneita fenotipica e i
diversi gradi di attivazione di importanti
signaling pathways. Sono state analizza-
te la regione periferica, pit vascolarizza-
ta, quella intermedia, immediatamente
circostante al core tumorale ed il core
tumorale necrotico stesso. Abbiamo uti-
lizzato tecniche di immunoistochimica,
biologia cellulare in condizioni di ipos-
sia, immunocitochimica, citofluorimetria
e western blot.
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Risultati. Abbiamo riscontrato che i tre
layer hanno proprieta cellulari molto
diverse. Infatti, le cellule staminali si col-
locano principalmente nella regione
anossica e soprattutto intermedia/ipos-
sica della massa tumorale, caratterizzate
da un’elevata espressione di HIF-1q,
mentre le cellule piu differenziate si col-
locano nella regione piu periferica e neo-
vascolarizzata. Inoltre, astrociti GFAP*
sembrano esprimere un alto livello di
VEGF, mentre le cellule nestin* sono col-
locate in corrispondenza della distribu-
zione di HIF-lo. Analisi condotte sulle
colture cellulari di queste cellule indica-
no che queste caratteristiche fenotipiche
permangono e segnali molecolari pro-dif-
ferenziativi, soprattutto Smad 1/5/8 e
Stat3, risultano attivati pit fortemente
nella regione periferica, dove la tensione
di ossigeno & maggiore. Quindi i nostri
dati indicano l'esistenza di una forte cor-
relazione fra il gradiente di ipossia nel
tumore ed il fenotipo cellulare.
Conclusioni. Questi risultati portano alla
formulazione di un modello tridimensio-
nale concentrico di distribuzione delle
cellule tumorali staminali e differenziate,
e tale distribuzione ¢ determinata dal gra-
diente ipossico intra-tumorale. Riteniamo
che tali informazioni potrebbero essere
utili per il miglioramento delle strategie
terapeutiche e diagnostiche.
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Introduzione. La neurofibromatosi di tipo
1 (NF1) & una malattia genetica autoso-
mica dominante, le cui caratteristiche
cliniche dipendono dalla variabile
espressivita fenotipica: dalla presenza
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delle sole manifestazioni cutanee a gravi
quadri clinici con deficit intellettivo, neu-
rofibromi diffusi, neoplasie del SNC etc.
Il gene NF1, localizzato sul cromosoma
17q11.2, 57 esoni costitutivi e almeno tre
esoni alternativi, € stato associato alla
malattia nel 1990.! Ad oggi sono state
descritte piu di 700 mutazioni, riportate
sulla Human Gene Mutation Data Base.
Circa il 50% delle mutazioni sono state
osservate in casi sporadici.? Le mutazio-
ni si distribuiscono in maniera “random”
lungo tutto il gene.* Approssimativamen-
te il 45% delle mutazioni, causano altera-
zioni dello splicing.*®

Pazienti e metodi. Lo studio del gene NF1
¢ stato eseguito in 6 pazienti ed in 8 fami-
liari, mediante sequenziamento automa-
tico del cDNA e del DNA genomico (Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit,
ABIPRISM 3130 Applied Biosystem). Il
clonaggio dell’esone d’interesse & stato
eseguito utilizzando il Kit TOPO TA clo-
ning/TOP10 (Invitrogen).

Risultati. Quattro dei 6 pazienti e 2 degli
8 familiari presentavano una mutazione
del gene NF1. In 2 dei 4 pazienti con ano-
malia del gene, entrambi siciliani, sono
state riscontrate 2 nuove mutazioni.

La mutazione missenso ¢.4268 A>T loca-
lizzata sull’esone 24 (K1423M) é stata
rilevata in una bambina di 16 anni, affet-
ta da neurofibromatosi familiare con
espressione cutanea rilevante e deficit
neurocognitivo di grado moderato; la
stessa mutazione & stata identificata
anche nel padre e nella sorella di 7 anni,
caratterizzati da espressione clinica
sovrapponibili. La mutazione c.2410-14
A>G localizzata sull'introne 15 (IVS 15) &
stata rilevata in una bambina di 5 anni
affetta da neurofibromatosi sporadica,
manifestazioni cutanee tipiche e glioma
delle vie ottiche. Dai dati ottenuti dalla
sequenza e dal clonaggio del’RNA mes-
saggero, abbiamo dimostrato che la
¢.2410-14 A>G introduce un sito criptico
di splicing, provocando l'inclusione degli
ultimi 13 nucleotidi di sequenza introni-
ca nella sequenza codificante (esonizza-
zione dell’introne) e interrompendo il
corretto frame di lettura.

Conclusioni. Le mutazioni descritte, rile-
vate in queste 2 pazienti siciliane, non
risultano descritte in letteratura.
Riteniamo quindi di aver fornito un con-
tributo all’ampliamento dei dati genetici
sulla NF1.
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Introduzione. 11 medulloblastoma (MB) &
il pit comune tumore embrionale del
sistema nervoso centrale che origina dal
neuroectoderma e si sviluppa nel cervel-
letto. Rappresenta circa il 20-30% dei
tumori pediatrici con un picco d’inciden-
za nei bambini con eta compresa tra i 5-
10 anni. Dal punto di vista istologico il
MB é distinto in tre principali varianti
istologiche: classico, desmoplastico e
large cells. A oggi tre pathways (Shh-
Ptch, Notch e Wnt) sono state conosciu-
te essere implicate nello sviluppo, nella
crescita e nell’aggressivita del MB. La
pathway di Wnt & stata dimostrata gioca-
re un ruolo essenziale nelle fasi precoci
dello sviluppo embrionale del sistema
nervoso centrale nel differenziamento e
nell’oncogenesi. Per meglio caratterizza-
re le basi molecolari responsabili dello
sviluppo e dell’aggressivita del MB noi
abbiamo eseguito uno studio di integra-
zione genoma-trascrittoma focalizzando-
ci sulla variante classica, che rappresen-
ta circa 85% dei MB.

Materiali e metodi. E stato studiato il
genoma di 32 MB appartenenti alla
variante classica per mezzo di array-CGH
con piattaforma ad alta risoluzione 244K
(Agilent Technologies). Cinquecento ng
di DNA tumorale e di DNA reference
(pool commerciale di DNA ottenuto da
individui sani) sono stati rispettivamen-
te marcati con Cy3-dUTP con Cy5-dUTP.
L’analisi dei dati di array-CGH é stata ese-
guita utilizzando il software CGH-
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Analytics (Agilent Technologies) e I'algo-
ritmo Z-score. Al fine di incrementare il
numero di casi e raggiungere la significa-
tivita statistica abbiamo aggiunto alla
casistica i dati di arrayCGH presenti nei
lavori di Lo et al. 2007 e di Lo et al. 2008
utilizzando un approccio di meta-analisi.
E stato possibile studiare il profilo di
espressione genica di 19 dei 32 tumori
analizzati in CGHarray. Tale analisi &
stata eseguita utilizzando una piattafor-
ma ad oligonucleotide whole-genome
microarray 44K (Agilent Technologies).
Cinquecento ng di RNA sono stati ampli-
ficati e marcati seguendo il protocollo
One-color microarray-based gene expres-
sion analysis (Agilent Technologies).
L’analisi dei dati & stata eseguita identifi-
cando quei geni che in tutti i tumori
mostravano un livello di espressione di
almeno tre volte maggiore o minore
rispetto al livello di espressione del con-
trollo, un pool commerciale di 25 RNA di

cervelletti nomali.
Risultati Preliminari. DNA Copy Number

Aberrations (CNAs) sono state identifica-
te in 48/50 casi. Le CNAs osservate con
pil frequenza sono state le seguenti: gain
del 17q (33%), 1q (25%), 7q (22%), e loss
del 8p (20%), 17p (18%), 16q (17%), 10q
(15%), 11p (12%). L’analisi di espressione
genica dei MB ha permesso di selezionare
365 probesets di cui 216 sono stati trovati
down-regulated e 149 aumentati rispetto
all'RNA di controllo. L'analisi di Gene
Ontology ha evidenziato un’elevata
espressione di geni correlati ad attivita
mitotica, al contrario i geni down regolati
appartenevano a pathways del sistema
nervoso centrale, comunicazione cellula-
re e differenziamento neuronale, indican-
do un’alterata regolazione del differenzia-
mento cellulare nel MB. Tra i geni che
sono stati trovati down-regolati nei MB,
abbiamo evidenziato una bassa espres-
sione del gene DKK3. DKK3 (chr: 11p15.3-
15.2) appartiene a una famiglia di 4 geni
(DKK1-4) evoluzionariamente conservati
che codificano per delle proteine secrete
che tipicamente antagonizzano Ila
pathway Wnt/[-catenin, attraverso I'inibi-
zione del co-recettore di Wnt (Ginka et al.,
1998; Wu et al, 2000). I geni DKK sono
stati osservati down regolati in numerose
neoplasie. Una down regolazione di DKK3
contribuirebbe all’attivazione della
pathway di Wnt determinando una de-
regolazione della proliferazione cellulare
e del differenziamento. Recenti pubblica-
zioni hanno evidenziato un aberrante
iper-metilazione del promotore di DKK3,
suggerendo un possibile ruolo come
repressore nella crescita di numerosi
tumori (Kobayashi et al, 2002; Hsieh et
al., 2004).

Conclusioni attese. I nostri dati preliminari
suggeriscono che DKK3 & un candidato
tumor suppressor gene nello sviluppo del
MB classico. Siccome la delezione 11p
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rappresenta un fenomeno poco frequente
nella patogenesi del MB classico (circa il
10-15%) noi ipotizziamo che esistano altri
meccanismi responsabili della sua minore
espressione. Successive analisi sono in
corso per chiarire il ruolo di DKK3 nel MB.
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Introduzione. 1l neuroblastoma ¢ il piu
frequente tumore solido maligno extra-
cranico dell’eta pediatrica. Nonostante
approcci terapeutici multimodali, la pro-
gnosi dei pazienti ad alto rischio & sfavo-
revole, con una sopravvivenza a lungo
termine inferiore al 40%. In questo studio
abbiamo analizzato i profili di espressio-
ne di due classi di RNA non codificanti
costituite dai microRNA e dalle sequenze
Transcribed Ultra Conserved Region
(TUCR). E’ noto che i microRNA sono
regolatori dell’espressione genica e che
specifici pattern di espressione di micro-
RNA sono associati alla progressione di
malattia, alla prognosi e alla resistenza
farmacologica di vari tumori. Ad oggi in
letteratura sono presenti solo due lavori
che riportano una espressione differen-
ziale di microRNA su casistiche limitate
di neuroblastomi (Chen et al., 2007; Wei
SJ et al., 2009). Recentemente, sono stati
individuati 481 TUCR, sequenze altamen-
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te conservate tra regioni ortologhe di
uomo, ratto e topo e localizzate sia in
regioni intra- che inter-geniche. Il profilo
di espressione dei TUCR & stato studiato
solo in leucemie e carcinomi colonrettali
ed epatocellulari dell’adulto, dimostran-
do l'esistenza di pattern di espressione
associati alla progressione di tali neopla-
sie (Calin et al, 2007). In questo studio
abbiamo valutato il valore prognostico
dei TUCR in pazienti affetti da neurobla-
stoma di stadio 4 ad alto rischio.
Materiali e metodi. Abbiamo arruolato 34
campioni di neuroblastoma da pazienti
in stadio 4 con eta > 1 anno alla diagnosi,
di cui 17 deceduti per malattia e 17 vivi
senza eventi (progressioni o recidive) a 3
anni dalla diagnosi. E’ stato eseguito lo
studio dei profili di espressione di 481
TUCR mediante PCR quantitativa e di
723 microRNA mediante microarray
(piattaforma Human microRNA v.2,
Agilent Technologies).

Risultati preliminari. Una prima analisi su
8 casi lungo-sopravviventi e 12 corto-
sopravviventi ha dimostrato che 54 TUCR
erano significativamente (p<0.0491) over-
espressi nel primo gruppo. Per 48 TUCR i
livelli di espressione al di sopra dei valori
di cut-off definiti dalle curve ROC erano
fortemente associati ad una buona pro-
gnosi (0S: 0.0001<p<0.0185, EFS: 0.0001
<p<0.0491). Abbiamo, quindi, testato il
modello di predizione di rischio fornito
dalla trascrizione dei 48 TUCR in una
coorte indipendente di 14 pazienti. Il pro-
filo di espressione di 28 TUCR era signifi-
cativamente associato alla prognosi e
risultano necessari almeno 15 TUCR up-
regolati per discriminare (p<0.0001) i
lungo- dai corto-sopravviventi con il
livello massimo di sensibilita e specifici-
ta (94.12%).

Lo studio dei profili di espressione dei
microRNA ha identificato una signature di
13 microRNA differentemente espressi
tra i pazienti lungo- e corto-sopravviven-
ti. L'analisi comparativa delle due classi
di RNA non codificanti ha evidenziato
che 9 TUCR presentano un livello di
espressione inversamente correlato con
I'espressione di 5 microRNA della signatu-
re ad essi complementari. Questo indica
una regolazione negativa della trascrizio-
ne dei TUCR mediante un’interazione
diretta con i microRNA. Inoltre, 4 micro-
RNA down-regolati nei tumori dei lungo-
sopravviventi hanno come bersaglio 3
geni (CHD5, FYN and NTRKI) implicati
nella differenziazione neuronale, che
sono noti essere over-espressi nei neuro-
blastomi a basso rischio (Vermeulen et
al., 2009).

Conclusioni. 1 nostri dati suggeriscono
che una deregolazione del network
microRNA/TUCR possa giocare un ruolo
importante della patogenesi del neuro-
blastoma. Dopo ulteriori validazioni, tali
informazioni potranno essere applicate
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come prima signature prognostica basata
sui TUCR per i pazienti affetti da neuro-
blastoma metastatico ad alto rischio.
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Introduzione. 11 medulloblastoma (MB) &
il pil comune tumore maligno cerebrale,
con un picco d’incidenza che si verifica
nei bambini di eta trai 2 ei 8 anni e rap-
presenta il 25% dei tumori cerebrali del-
I'eta pediatrica con sede nel cervelletto.
La sua origine € ancora controversa. Una
prima ipotesi indica I'origine istogeneti-
ca del medullo a partire dalle cellule sta-
minali e dai precursori dei neuroni gra-
nulari dello strato granulare esterno del
cervelletto; una seconda ipotesi, invece,
prevede che il tumore possa avere origi-
ne dai precursori multipotenti presenti
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nella zona ventricolare del cervelletto
(Gilbertson RJ, et al., 2008). L'attuale cura
del MB prevede la resezione chirurgica
del tumore con successivi cicli di radio-
terapia e chemioterapia. Purtroppo la
principale causa di morte resta la disse-
minazione del tumore ad altri organi ed
inoltre le terapie hanno effetti collatera-
li troppo tossici e causano severi danni
neurologici (Yang ZJ, et al., 2008) renden-
do quindi necessaria la ricerca per cure
piu efficaci di quelle attuali e con bassa
tossicita. Il Notch pathway € coinvolto in
un sistema di segnalazione cellula-cellula
che consente la comunicazione tra cellu-
le in stretto contatto tra loro. Il signaling
si accende quando il ligando, presentato
da una cellula vicina, interagisce con un
recettore Notch. Questo legame scatena
due clivaggi. Il primo avviene ad opera
della metalloproteasi ADAM e determina
il distacco del dominio extracellulare del
recettore dal dominio transmembrana
ancorato al NEXT (Notch extracellular
truncation fragment). 1l secondo taglio,
mediato dalla y-secretasi, porta alla for-
mazione del NICD (Notch intracellular
domain) che entra nel nucleo e si associa
alla DNA-binding protein CSL (caratteriz-
zata da motivi elica-giro-elica). In assen-
za di NICD CSL reprime la trascrizione
dei geni target di Notch complessandosi
con dei corepressori. Il legame di CSL
con NICD induce in quest’ultima un cam-
bio conformazionale che la converte da
repressore ad attivatore trascrizionale e
cosi i geni target di Notch vengono
espressi. Nel corso dello sviluppo i pro-
genitori neuronali modificano le loro
caratteristiche continuamente, dando
luogo a tutti i differenti tipi cellulari pre-
senti nel sistema nervoso (Alvarez Buylla
et al.,, 2001). L'attivazione del Notch pro-
muove la sintesi dei repressori della tra-
scrizione Hesl ed Hesb5, che inibiscono
I'espressione dei geni implicati nel diffe-
renziamento neuronale (Bertrand et al
2002). Di conseguenza, la misregolazione
di questo pathway € coinvolta nella pato-
genesi di un ampio spettro di patologie
umane, che comprende disordini dello
sviluppo, malattie che insorgono nell’eta
adulta e tumori. I microRNAs sono picco-
le molecole di RNA a singolo filamento
lunghi circa 20-22 nucleotidi e non codifi-
canti proteine (Bartel et al. 2004). Sono
molecole essenziali per il normale svilup-
po di tutti i tessuti perché preposti al
controllo di processi biologici importan-
tissimi, come la crescita ed il differenzia-
mento cellulare, il metabolismo e I'apop-
tosi (Esquela-Kerscer et al. 2006). Essi
esercitano tale funzione regolatoria a
livello post-trascrizionale legando la
regione 3'UTR dei geni target, degradan-
do I'mRNA target o inibendo la traduzio-
ne (Bartel DP, et al. 2004). L'obiettivo di
tale lavoro ¢ stato descrivere gli effetti,
in cellule di medulloblastoma, della ipo-
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regolazione della proteina DLL1 (Delta
Like Ligand I) mediata dal Mir34a.
Materiali e metodi. Saggi di luciferasi, clo-
naggi in vettori di espressione, mutage-
nesi sito-diretta, saggi di caspasi, saggi di
preliferazione cellulare, test di crescita
in ancoraggio-indipendente (soft agar),
analisi di espressione mediante saggi
TagMan.

Risultati. Attraverso un approccio bioin-
formatico, che analizza le sequenze
nucleotidiche delle 3'UTR dei geni e iden-
tifica potenziali siti di legame dei miRNA
noti, abbiamo identificato il miR34a.
Questo microRNA, appartenente ad una
famiglia genica altamente conservata
interspecie, € capace di bersagliare
DLL1 ligando di Notchl. Abbiamo quindi
confermato la sua capacita di inibirne
I’espressione mediante saggi luciferasici
nei quali & stata clonata l'intera 3'UTR
del gene DLL1 a valle del gene reporter.
Successivamente abbiamo dimostrato
che I'espressione ectopica del miR34a, in
cellule di medulloblastoma DAQY, causa
la diminuzione della proteina DLL1 endo-
gena e questo coincide con l'attivazione
del signaling di NOTCH 1 e contempora-
neamente con I'inibizione del signaling di
NOTCH 2. Inoltre I’espressione ectopica
del miR34a risulta essere anche causa di
una diminuzione della proliferazione cel-
lulare, dell'incapacita di formare colonie
in assenza di adesione al substrato e di
un aumento dell’attivita apoptotica di
tali cellule. Inoltre abbiamo dimostrato
che l'induzione della trascrizione del
miR34a endogeno si traduce in una ipo-
regolazione di DLL1, fenomeno revertibi-
le mediante I'utilizo di antisenso specifi-
ci per il miR34a. Infine, abbiamo valutato
I’espressione sia del miR 34a che di DLL1
in 47 pazienti affetti da MB trovando che
i pazienti con bassa espressione del
miRNA 34a mostrano una bassa soprav-
vivenza rispetto a quelli con alta espres-
sione, e che 'espressione di DLL1 risulta
essere inversamente correlata a quella
del miR34a.

Conclusioni. Abbiamo identificato DLL1
come nuovo target del mir 34a ed un pos-
sibile nuovo crosstalk tra p53 e il Notch
pathway in medulloblstoma.

Questi studi aprono la strada all’utilizzo
del mir34a come nuovo target per tera-
pie mirate in quei tumori dove il segnale
di Notch é attivo.
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I miRNAs sono piccoli RNA a singolo fila-
mento di circa 22 nucleotidi che costitui-
scono una nuova classe di geni regolato-
ri. Essi svolgono la loro funzione legando
la regione 3'UTR dei geni target, degra-
dando I'mRNA target o inibendo la tradu-
zione (Bartel DP, et al., 2004). L'espres-
sione dei miRNA é stata ritrovata altera-
ta in diversi tumori ed & stato scoperto
che possono funzionare da oncogeni ed
oncosoppressori (Hammond SM, et al,
2006). 11 medulloblastoma (MB) & il piu
comune tumore maligno cerebrale del-
I'eta pediatrica con sede nel cervelletto.
L'origine di tale tumore & ancora ambito
di discussione con due possibili deriva-
zioni: dalle cellule staminali e dai precur-
sori dei neuroni granulari dello strato
granulare esterno del cervelletto oppure
dai precursori multipotenti presenti
nella zona ventricolare del cervelletto

AIEOP... in Lab, Milano, 22-23 ottobre 2009

(Gilbertson RJ, et al., 2008). L’attuale cura
del MB prevede la resezione chirurgica
del tumore con successivi cicli di radio-
terapia e chemioterapia. Purtroppo la
principale causa di morte resta la disse-
minazione del tumore ad altri organi ed
inoltre, le terapie sono ancora troppo
tossiche e causano severi danni neurolo-
gici (Yang ZJ, et al.,, 2008). Nel medullo-
blastoma € quindi di fondamentale
importanza riuscire a trovare nuove cure
piu efficaci di quelle attuali e con bassa
tossicita. In un recente lavoro del nostro
gruppo (Garzia et al, 2009) abbiamo stu-
diato il ruolo del miRNA 199b-5p nell’ini-
bizione della progressione del MB.
Questo miRNA lega la regione 3'UTR del
gene target Hesl, il principale fattore di
trascrizione, effettore del pathway di
segnalazione di Notch. L'aumento di
espressione del miRNA 199b-5p riduce la
proliferazione cellulare ed il potenziale
clonogenico delle linee cellulari di MB,
favorendo il differenziamento neuronale.
Un’altra fondamentale funzione di que-
sto miRNA ¢ la riduzione della quota di
cellule staminali cancerose definita “side
population” e della quota CD133 positiva.
La somministrazione del miRNA 199b-5p
in modelli xenograft ortotopici murini ha
mostrato la riduzione della progressione
tumorale, in vivo. Infine, abbiamo dimo-
strato il ruolo del miRNA nella progres-
sione metastatica del tumore nell'uomo,
evidenziando la perdita di espressione
del miRNA nei casi metastatici rispetto ai
non metastatici. L'obiettivo di tale lavoro
¢ capire il meccanismo di regolazione
della trascrizione del miRNA 199b-5p.
Materiali e metodi. Saggi di luciferasi, clo-
naggi in vettori di espressione, mutagene-
si sito-diretta, saggi di immunoprecipita-
zione della cromatina, saggi di metilazio-
ne, immunoistochimiche, analisi di
espressione mediante saggi TagMan.
Risultati. 11 miRNA 199b-5p mappa nella
regione intronica 9q34.1 e viene retrotra-
scritto in direzione antisenso rispetto al
gene DNM1. Questo ci ha fatto ipotizzare
che il miRNA potesse avere un promoto-
re autonomo. La regione a monte del
miRNA & stata studiata mediante saggi di
luciferasi, individuando il promotore
minimo. Nella stessa regione promoto-
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riale € stato trovato un sito di legame
per il gene Hesl e mediante saggio di
immunoprecipitazione della cromatina &
stato dimostrato che il target Hesl lega
il promotore del miRNA. Dopo aver evi-
denziato 'aumento di espressione del
miRNA in linee di MB trattate con il far-
maco demetilante 5-aza-deoxycytidine,
abbiamo ipotizzato che la perdita di
espressione del miRNA nei pazienti con
prognosi infausta fosse dovuta anche
alla metilazione della regione promotri-
ce. E attualmente in corso lo studio della
regolazione epigenetica dell’espressione
del miRNA 199b-5p nelle linee cellulari e
nei tumori di MB.

Conclusioni. Abbiamo identificato il pro-
motore del miRNA199b-5p e la regolazio-
ne a feedback negativo attuata dal target
Hesl. Inoltre, € in corso lo studio della
regolazione epigenetica dell’espressione
del miRNA nel Mb. Queste informazioni,
insieme a quelle gia fornite in preceden-
za, potranno essere utilizzate in futuro
per regolare in vivo I'espressione del
miRNA 199b-5p e per formulare un
nuovo farmaco da somministrare, in
combinazione con quelli gia utilizzati
nella pratica clinica, per inibire la pro-
gressione tumorale del MB. Questi studi
tracciano le basi per lo studio della fun-
zione del miRNA 199b-5p in altri tumori
della fossa posteriore pediatrici e del-
I'adulto.
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