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INTRODUZIONE

LE MENINGI

L'encefalo e il midollo spinale sono avvolti da tre membrane connettivali, dette meningi.
La piu esterna, di struttura fibrosa e resistente, ¢ detta dura madre (pachimeninge),
all'interno di questa si ha la leptomeninge, costituita dall'esterno verso |'interno da due
sottili membrane: |' aracnoide e la pia madre. L'arachoide & separata dalla dura madre da
uno spazio virtuale o spazio sottodurale. La pia madre aderisce alla sostanza nervosa, sia
in corrispondenza dell'encefalo, sia i corrispondenza del midollo spinale. L'aracnoide e la
pia madre sono separate da uno spazio detto spazio sottoaracnoidale o infraaracnoidale,
nel quale e contenuto il liquido cefalo-rachidiano.

L' aspetto clinico pit rivelante delle meningi & rappresentato dalle forme neoplastiche
che prendono il nome di meningiomi. Questi originano dalle cellule aracnoidali delle
meningi e rappresentano il 20 - 33 % di tutti i fumori cerebrali.

La veduta pil accreditata considera il meningioma derivato da propaggini aracnoidee
entro i seni durali o nelle vene affluenti a quest'ultime. Da una veduta del genere trae
motivo la concezione restrittiva secondo cui i meningiomi originerebbero non da cellule
connettivali qualsiasi delle meningi, ma dal meningotelio, cioé dagli elementi di
rivestimento dell'aracnoide i quali sarebbero responsabili delle particolarita morfo-
biologiche di questi tumori.

I meningiomi si sviluppano in sedi varie, sebbene prediligano la cavita cranica, dove la loro
frequenza é in media del 14% rispetto a tutti gli altri tumori primitivi ivi originanti. Piu
frequentemente ha origine lungo il seno sagittale e sulla convessita cerebrale. La
comparsa della sinfomatologia € legata essenzialmente a fenomeni di compressione del

tessuto cerebrale e dei nervi cranici, e varia in rapporto alla regione di insorgenza.



Ricerche recenti suggeriscono che tanto i traumi cranici quanto le radiazioni ionizzanti
possono essere considerati fattori di rischio nella genesi dei meningiomi. Inoltre € stata
segnalata l'origine ereditaria dei meningiomi multipli che si associano alla
neurofibromatosi di tipo 2, affezione autosomica dominante con locus nel cromosoma 22.
I caratteri macroscopici dei meningiomi sono variabili: a volte emisferici o francamente
sferici, possono arrivare ad essere essere allungati e peduncolati. La loro superficie
esterna ¢ liscia o lobulata. Soprattutto in superficie di sezione i meningiomi mostrano un
comportamento variabile in relazione alla loro struttura microscopica.

Per i meningiomi esiste una classificazione in accordo con I' organizzazione mondiale della
sanitd (WHO) che identifica in tre gruppi la totalita di tutte le tipologie di meningiomi
denominate grado I, grado IT e grado IIT ( Kleihues et al., 1993; Perry et al., 1997).

La classificazione dei meningiomi in questa nomenclatura definisce il grado di invasivita
(anaplasticita), che va dal grado I considerato a bassa proliferazione e non invasivo, al
grado che ftipicamente rappresenta le situazioni di meningiomi invasivi (maligni nella
denominazione corrente)(Perry et al, 1997). Istologicamente, si possono presentare quindi
forme benigne e maligne. L 'elevata percentuale di operabilita ha fatto considerare spesso
il meningioma come una forma relativamente benigna, ma nella maggior parte dei casi tale
valutazione & eccessivamente ottimistica, anche a causa della sistematica tendenza del
tumore alla recidivita locale.

Dal punto di vista istologico molti dei meningiomi sono differenziati, hanno bassa capacita
proliferativa e mostrano limitati segni di invasivita. Gli aspetti anaplastici e gli altri segni
di invasivita riguardano un numero pitl ristretto di casi.

La classificazione attualmente accettata riconosce le seguenti tipologie di meningiomi:

Tipo sinciziale. Deve la sua denominazione al fatto che le cellule poligonali che lo
costituiscono, non hanno limiti netti, ma formano come un ampio sincizio.

Tipo transizionale o di transizione. Insieme al precedente costituisce il tipo avente pil



alta incidenza. Gli elementi costitutivi sono allungati, fusiformi e distribuiti in modo da
dare origine a figure a vortice o concentriche attorno a piccoli vasi.

Tipo fibroso. A somiglianza del precedente consta di elementi allungati, fusiformi con
nucleo a biscotto, i quali, tuttavia, formano meno frequentemente strutture vorticose. Il
riscontro che contraddistingue il presente oncotipo e I'elevata quota di fibre argentofile
e collagene che s'interpongono tra le cellule. Ne deriva una consistenza particolarmente
elevata.

Tipo angioblastico. Risulta di cavita vascolari rivestite da cellule rigonfie. Queste si
espandono nel lume che puo risultarne pit o meno obliterato.

All' individuazione di questo tipo di tfumore viene oggi conferito particolare significato
clinico, essendoglisi riscontrata tendenza verso rapide recidive e metastatizzazione a
distanza.

Tipo meningoteliale .Nelle classiche e comuni varianti,le cellule tumorali formano lobuli
che sono circondati da sottili setti di collagene. Dentro i lobuli le cellule tumorali
appaiono a forma di sincizio poiché gli intricati e intrecciati processi delle cellule
tumorali non possono essere distinti al microscopio.

Tipo atipico e anaplastico. Alcuni considerano l'invasivita del tessuto cerebrale un
marchio del maningioma anaplastico, ma questo puo anche verificarsi in altri classici
tumori. Molti autori concordano che le caratteristiche istologiche preoccupanti del
tumore sono: mitosi frequenti, regioni di ipercellularita, piccole cellule con alto rapporto
nuclei/citoplasma e/o prominenti nucleoli, crescita senza schema o a strati, necrosi,

struttura papillare e invasione del tessuto cerebrale.
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APOPTOSI

L'apoptosi costituisce il carattere morfologico piu tipico della morte cellulare
programmata ed & associato a caratteristiche modificazioni morfologiche e biochimiche.
Il nucleo di una cellula apoptotica si condensa, la cellula si frammenta in corpi apoptotici
che vengono rapidamente fagocitati dai macrofagi e dalle cellule vicine. Al contrario, nei
fenomeni di morte per necrosi, le cellule si rigonfiano e scoppiano, riversando
nellambiente circostante il loro contenuto, provocando linnesto della risposta
infiammatoria.

L'apoptosi svolge un ruolo molto importante nella vita di ogni organismo, sia nel corso dell’
embriogenesi, per eliminare le cellule in eccesso (ad esempio nel sistema nervoso
centrale) (Salvesen and Dixit, 1997), sia nell'etd adulta, per mantenere un numero
costante di cellule (omeostasi) e per eliminare cellule invecchiate o danneggiate.
L'apoptosi puo essere indotta da stimoli esterni (quali ipertermia, radiazioni ionizzanti,
ormoni corticosurrenalici), dalla mancanza di fattori di crescita e dall'assenza di adesione
delle cellule ad una specifica matrice extracellulare (“anoikis”). Le cellule apoptotiche
hanno caratteristiche morfologiche ben definite. Nella fase iniziale del fenomeno
apoptotico, la cellula tende ad assumere una forma rotondeggiante e a staccarsi dalle
cellule vicine, presentando discontinuita nelle giunzioni intercellulari.
Contemporaneamente il citoplasma si condensa e il reticolo endoplasmatico si dilata fino
a formare delle vescicole che si fondono con la membrana plasmatica, mentre la
morfologia dei mitocondri rimane invariata. La cromatina si aggrega in masserelle
semilunari alla periferia del nucleo ed il nucleolo si frammenta; successivamente
compaiono invaginazioni della membrana nucleare che provocano la segmentazione del
nucleo. Infine profonde incisioni della membrana plasmatica fendono il citoplasma e la

cellula si suddivide in frammenti rotondeggianti di diverse dimensioni, chiamati “corpi



apoptotici”, che spesso contengono mitocondri ed altri organelli ben conservati. Nella
cellula che entra in apoptosi si distinguono due eventi: l'attivazione di endonucleasi
responsabili della scissione della cromatina e l'esposizione in membrana di marcatori
glucidici che rendono riconoscibili i corpi apoptotici alle cellule che li fagocitano.

Per l'attivazione e lo svolgimento del processo apoptotico si e dimostrata necessaria la
presenza di una proteina animale che ha il suo omologo nellICE umano (interleukin-1p
Convertine Enzime).

L'ICE e le altre cisteinproteasi in grado di tagliare un substrato proteico sono state
denominate caspasi (cisteine-dependent aspartate- specific-proteases); attualmente la
ricerca ha identificato quattordici tipi di caspasi riconducibili a tre classi in base alle
similitudini strutturali e al tipo di azione che inducono (Patel et al., 1996).

Le caspasi sono enzimi proteolitici caratterizzati dal contenere un residuo di cisteina
necessario per la catalisi ed in grado di tagliare i propri substrati nei legami posti dopo
un residuo di acido aspartico.

Nel processo apoptotico la fase di esecuzione sembra essere comune a tutte o quasi le
vie d'innesco ed & costituita da una serie di reazioni enzimatiche a cascata. Una volta
innescata, la reazione procede automaticamente portando a morte la cellula. Le caspasi
sono presenti in forma inattiva nel citoplasma; ognuna di esse é attivata dalla precedente
e, secondo uno schema di cascata enzimatica, fino ad arrivare al taglio dei substrati
finali. Questi includono proteine coinvolte nella riparazione e duplicazione del DNA, nello
splicing dellRNA, nel mantenimento della struttura citoscheletrica, nella divisione
cellulare, nella frammentazione del DNA, ecc. (Nicholson and Thornberry, 1997). Tale
successione ha permesso la distinzione tra caspasi iniziatrici quali la caspasi-8 e la -10 ed
esecutrici quali la caspasi-3, la -6 e la -7 (Salvesen e Dixit, 1997). Le caspasi -3, -6 e -7

agiscono su substrati nucleari che vengono attivati durante I'apoptosi, quali le laminine e



gli enzimi preposti al riparo e alla degradazione del DNA (down-stream della cascata
apoptotica).

Al contrario le caspasi -8 e -10 agiscono a monte (up-stream) della cascata apoptotica e
sono preferibilmente localizzate in prossimita della membrana plasmatica. Sono state
identificate altre due caspasi considerate iniziatrici, le caspasi-2 e -9, che sono attivate
in sequito alla perdita di funzionalita mitocondriale.

Caspasi-8

La caspasi-8 & nota essere una delle caspasi iniziatrici del processo apoptotico. In
particolare le evidenze pil recenti vedono questa caspasi associata ai sistemi di
traduzione del segnale apoptotico che viene dallambiente extracellulare via complessi
recettoriali di membrana (Rytomaa et al., 1999; Cohen 1997). Essa si attiva quando i
death receptors (TNFR-1 e CD95) della membrana plasmatica legano specifici ligandi,
grazie al dominio di morte-DD necessario per innescare |'apoptosi. Le proteine in grado
di legare il DD finora scoperte sono tre: FADD/MORTI che lega specificamente il CD95,
TRADD che lega il TNFR-1 e RIP che agisce su entrambi indistintamente. La Caspasi-8
attiva i processi che portano al disassemblamento del citoscheletro e alla
frammentazione nucleare.

Caspasi-9

La caspasi-9 & riconosciuta essere la caspasi associata ai mitocondri. Tipicamente
quando i mitocondri subiscono alterazioni degenerative possono liberare la caspasi-9, che
in questo caso si comporta da caspasi iniziatrice del processo apoptotico.

Caspasi-3

Una delle piu importanti caspasi attivate nella fase iniziale del processo ¢ la caspasi-3,
che ¢ in grado di attivare le nucleasi che degradano il DNA dei cromosomi, provocando la
condensazione e la frammentazione della cromatina come risultati finali del processo

apoptotico (Tang and Kidd ,1998).



Caspasi-6

E' principalmente coinvolta nella destrutturazione del citoscheletro nucleare. Inoltre &
stato recentemente osservato essere un importante attivatore della caspasi-8
citoplasmatica. La caspasi-6 sarebbe inserita nellambito di un ciclo enzimatico
amplificativo sulla caspasi-8 iniziato dal rilascio del citocromo-c dal mitocondrio (Cowling
and Downward, 2002).

Bax

E' questa una proteina tipicamente presente nel citoplasma delle cellule, la cui funzione &
quella di mediare i segnali di morte, coinvolgendo in particolare l'alterazione funzionale
del mitocondrio. Questa proteina assume significato quando dimerizza previa alterazione
enzimatica (fosforilazione). Le vie metaboliche che la coinvolgono sono legate ai processi
apoptotici , ma anche a forme di morte cellulare pit propriamente vicine alle
concettualita della necrosi o delle parapoptosi (Adams and Cory, 1998; Gilmore et al.,
2000; Kitanaka and Kuchino, 1999). Questa definizione ¢ stata adottata per le forme di
morte cellulare che non coinvolgono fenomeni infiammatori, ma che, d'altra parte, non
sono riconducibili ad un processo apoptotico propriamente detto per mancanza di un
pieno coinvolgimento dei suoi fattori specifici (Sperandio et al., 2000; Hara et al, 1997).

Bcl-2

Bcl-2 puo interagire con diverse proteine suggerendo un suo possibile ruolo modulatorio
su una via di trasduzione del segnale che controlla la morte cellulare (Vaux et al 1988;
Reed, 1994; Fernandez-Sarabia and Bischoff, 1993; Wang et al 1994). Principalmente
pero, Bcl-2 si lega ad altri membri della sua famiglia per formare omodimeri od
eterodimeri, il cui significato funzionale & quello di definire un equilibrio tra fattori
proapoptotici quali la proteina bax ed antiapoptotici (Cory, 1995) quali la proteina Bcl-2.
E' stata recentemente chiarita la relazione funzionale esistente tra i fattori ad azione

anti- e pro-apoptotica: se all'interno di una cellula i membri proapoptotici sono in



maggioranza, allora si formeranno in prevalenza dimeri che ne promuoveranno la morte; al
contrario, se sono in maggioranza i membri antiapoptotici, si formeranno in prevalenza
dimeri che ne promuoveranno la sopravvivenza. In presenza di uno stimolo apoptotico la
sensibilita o la resistenza della cellula sara dettata quindi dal rapporto relativo dei vari

membri della famiglia all'interno della cellula stessa.
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Le caspasi, sia quelle coinvolte nella risposta infiammatoria sia quelle caratteristiche

dell'apoptosi, non devono assolutamente attivarsi per eventi casuali, per cui esistono

inibitori naturali, endogeni, come la Survivina e lo XTIAP ( X-linked inhibitor apoptotic

protein ). Questi inibitori agiscono interagendo con i frammenti attivati delle caspasi 9,

-3 e -7 determinando il blocco della reazione. Un altro inibitore delle caspasi & il c-FLIP

che riduce il taglio delle caspasi 8 e -9.
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SCOPO DEL LAVORO

In questo lavoro sono stati presi in considerazione i processi apoptotici di diversi tipi di

meningioma, differenti sia da un punto di vista istologico che di malignita. E' stata
studiata l'attivazione delle caspasi -8, -9, -6, -3, della bax, della bcl-2 e dei fattori di
inibizione apoptotica al fine di determinare la loro influenza sull'apoptosi e/o sul processo
proliferativo nelle diverse tipologie fumorali. Per verificare che I'attivazione delle caspasi
porti alla frammentazione del DNA cellulare & stata utilizzata la tecnica TUNEL
associata alla ricerca della caspasi-3 nella sua forma attivata. Questo perché la sola
tecnica TUNEL attualmente non é pil accettata come marker di morte cellulare per
apoptosi, in quanto la sua positivita e stata associata anche alle vie di morte necrotiche o
para-apoptotiche (Charriaut-Marianque and Ben Ari, 1995). In questo lavoro e stato
defterminata anche la correlazione tra la morte cellulare per apoptosi e lindice

proliferativo (MIB-1 ed indice mitotico) (Maier et al, 1997).

MATERTALT E METODT

Per ottenere una campionatura sperimentale omogenea sono stati adottati alcuni criteri
di selezione dei campioni, consistenti in: presenza di trattamento clinico antiedemigeno
con cortisone o gardenale; rifiuto di masse tumorali derivanti da recidive; assenza di
infiltrazioni tissutali e di profili necrotici in meningiomi classificati di grado I (benigni).
In questo studio sono stati valutati 80 meningiomi, 35 maschili e 45 femminili, ottenuti
da soggetti di etd 63 + 12 anni. In accordo con le diagnosi istopatologiche e con i criteri
WHO, questi sono stati classificati come meningiomi di grado I: 17 Meningoteliomatosi,
19 Transizionali, 15 Fibrosi, 10 Angiomatosi. Meningiomi di grado II: 9 Atipici.
Meningiomi di grado III: 10 Anaplastici.
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PROCESSAMENTO DET TESSUTI

I campioni, dopo asportazione chirurgica, sono stati immediatamente lavati con PBS e
divisi in due parti; una e stata processata per il Western blot, laltra & stata
rapidamente fissata in formalina 10% per 48 ore a 4°C. Questi ultimi campioni sono stati
poi deidratati ed impregnati in paraffina semi-sintetica (Sherwood Medical co. St.Louis,
Mo, U.S.A); i blocchi di paraffina sono stati successivamente tagliati in sezioni
consecutive dello spessore di 5 pm con un microtomo a slitta ( Leica-Jung, Germany) e
fatte aderire su vetrini portaoggetti. Le sezioni ottenute sono state suddivise per le
analisi morfologiche in 5 gruppi di 8 vetrini ognuno (una sezione per vetrino). I primi
vetrini di ogni gruppo sono stati processati con la tecnica Triromica di Masson ( DiaPath,
Bergamo, Italy) per ottenere una visualizzazione istopatologica del tessuto (Sabbatini et

al., 2000).

IMMUNOISTOCHIMICA

I secondi vetrini di ogni gruppo sono stati processati con una doppia reazione
immunoistochimica TUNEL (Apoptag kit, Intergene company, Purchase, NY,US.A)) -
Caspasi 3 (rabbit policlonal antibody, clone Asp-175; Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, U.S.A). La tecnica TUNEL e stata utilizzata secondo protocollo ma la reazione DAB
e stata intensificata con l'utilizzo di nickel diaminobenzidina (Vectastaine Elite kit,
Vector),che determina un deposito nero nucleare; successivamente questi vetrini sono
stati ftrattati per la reazione immunoistochimica verso la caspasi 3 attivata, come di
seguito descritto.

Gli altri vetrini di ciascun gruppo sono stati processati con reazioni immunoistochimiche
per la caspasi-8 attivata ( mouse monoclonal antibody, clone Asp-384. Calbiochem, La

Jolla, CA, U.S.A.), la caspasi-9 attivata ( rabbit polyclonal, clone Ab-2; Oncogene, San
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Diego, CA, USA), la caspasi-6 attivata (rabbit polyclonal, clone H194; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, U.S.A.), la bax (rabbit polyclonal, clone P19; Santa Cruz
Biotechnology), la bcl2 (rabbit polyclonal, clone AC21; Santa Cruz Biotechnology) e il Ki-
67 (mouse monoclonal, Ab-1, Oncogene).

Ogni sezione & stata idratata ed incubata in siero aspecifico per un'ora a temperatura
ambiente e successivamente trattata con anticorpo primario in camera umida, a 4°C per
una notte. Il prodotto di immunoreazione & stato rilevato incubando le sezioni con un
anticorpo secondario anti-rabbit o anti-mouse complessato con il sistema avidina-biotina
ed evidenziato tramite reazione DAB (Vectastaine Elite kit, Vector Laboratories,
Burlingam CA, USA). Ematossilina & stata utilizzata per contrastare i nuclei cellulari.
Sezioni di controllo sono state trattate come descritto in precedenza ma utilizzando Ig6
non immune di topo, oppure omettendo l'anticorpo primario; in queste condizioni non sono

state osservate reazioni immunoistochimiche positive.

ANALIST MORFOMETRICHE

Le analisi morfometriche sono state eseguite analizzando le cellule positive alle reazioni
immunoistochimiche e/o alla reazione TUNEL utilizzando un analizzatore d'immagine
(Qwin Leica). La percentuale di cellule positive e stata determinata come rapporto tra
cellule positive rispetto al numero totale delle cellule osservabili. Sono stati analizzati
dieci campi microscopici di 100/200 nuclei (ingrandimento 40X).

L'indice mitotico (MI) & stato determinato totalizzando il humero delle figure mitotiche
trovate in dieci campi ad alto ingrandimento (400X) analizzando i vetrini con la
colorazione della tricromica di Masson.

Su tutti i vetrini & stata inoltre valutata la presenza e la positivita di leucociti presenti

nei campioni.
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WESTERN BLOTTING

In seguito ad omogenizzazione e centrifugazione dei campioni, un ugual quantita di
proteine di ciascun meningioma e stata caricata per la corsa elettroforetica su un gel al
12% di SDS in poliacrilamide. Il gel & stato poi trasferito su membrana in nitrocellulosa
per un'ora. Le membrane sono state poi trattate con buffer Tris-Tween (pH 7.6) al 3% di
siero bovino per un'ora e successivamente incubate con gli anticorpi I: caspasi-8 (rabbit
polyclonal, clone H134; Santa Cruz Biotechnology), caspasi-9 (rabbit polyclonal, clone
H170; Santa Cruz Biotechnology), caspasi-3 (rabbit polyclonal, clone H277; Santa Cruz
Biotechnology), caspasi-6 (rabbit polyclonal, clone Ab-2, Oncogene), bax (rabbit
polyclonal, clone P19; Santa Cruz Biotechnology), bcl-2 (rabbit polyclonal, clone C21; Santa
Cruz Biotechnology), c-FLIP (rabbit polyclonal; cat. 06-864; Up-State NY, USA), XIAP
(mouse monoclonal, clone 2F1, Stressgen, Ann Arbor, Michigan U.S.A.), Survivina (goat
polyclonal, clone N18; Santa Cruz Biotechnology). Tali anticorpi sono stati rilevati con
substrati chemiluminescenti (ECL, Amersham International, Little Chalfont, U.K.)
coniugati con per ossidasi di rafano anti rabbit o anti mouse o anti goat (Sigma, St. Luis,
MI, U.S.A)).

Sono state poi eseguite analisi densitometriche semiquantitative delle bande ottenute

con western blot per valutare |'espressione dei fattori apoptotici nei vari campioni.

ANALISI DEI DATI

La media dei diversi parametri & stata calcolata come media + Errore Standard della
Media; si sono fatte analisi statistiche della varianza (ANOVA) con livello di

significativita posto pari a p< 0.05.
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RISULTATT

Le analisi istopatologiche ottenute dalla tricromica di Masson hanno rilevato la presenza
di nuclei picnotici in tutti i meningiomi analizzati ad eccezione del meningoteliomatoso;
nell'atipico e nell'anaplastico sono invece stati osservati profili di cellule necrotiche, non
associate a positivita immunoistochimica.

In tutte le tipologie di meningiomi analizzate non si e riscontrata la presenza di alcun
frammento attivo della caspasi-6. La doppia reazione TUNEL+caspasi-3 ha rilevato la
colocalizzazione di due segnali apoptotici in tutti i meningiomi da noi considerati ad
eccezione del meningoteliomatoso; quasi tutti i nuclei positivi alla TUNEL hanno mostrato
colocalizzazione con i segnali positivi all'immunoistochimica per la caspasi-3. Meno del 10%
delle cellule positive alla TUNEL non ha mostrato colocalizzazione (Fig 4 e Fig 5A).

Nei meningiomi meningoteliomatosi non sono state riscontrate positivitd per la reazione
TUNEL ma numerose cellule positive per la forma attiva della caspasi-3 (Fig 5B), con
valori statisticamente simili ai risultati ottenuti per questa caspasi negli altri meningiomi
di grado I. In alcuni dei campioni analizzati, I'immunoreattivita della caspasi-3 é stata
occasionalmente associata a profili nucleari picnotici ma nel meningioma
meningoteliomatoso I'immunoreattivita della caspasi-3 si e trovata associata a profili
nucleari tondeggianti con nucleo eterocromatico, osservazione non ben compatibile con un
profilo di cellula apoptotica. Nei meningiomi meningoteliomatosi le cellule positive alla Bcl-
2 erano presenti ma numericamente inferiori rispetto a quanto riscontrato negli altri
meningiomi analizzati.

I transizionali (gradoI) e gli anaplastici (gradoIII) hanno mostrato un minor numero di
cellule positive alla TUNEL rispetto agli altri tipi di meningiomi; entrambe le tipologie
tumorali hanno invece presentato un elevato valore di positivita alla reazione Bax, mentre

inferiore & risultata la risposta alla Bcl-2 (p<0,05) rispetto alla Bax. Le cellule positive alla
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Bcl-2 sono spesso state osservate raggruppate, diversamente dalle cellule positive gli
altri segnali apoptotici studiati.

I meningiomi fibromatosi (grado I) e gli atipici (grado IT) hanno rivelato un numero simile
di cellule positive alla TUNEL (p<0,05). & stato osservato invece un numero maggiore di
cellule immunoreattive per i diversi fattori apoptotici (p<0,05) nei meningiomi fibromatosi
rispetto agli atipici. Nei fibromatosi inoltre non é stata riscontrata la presenza di
positivita per cellule immunoreattive alla Bax, mentre molto pit numerose (p<0,05) si sono
rivelate quelle positive alla Bcl-2 rispetto agli altri campioni studiati.

Nei meningiomi angiomatosi si & presentato il pit alto livello di positivita alla TUNEL
(p<0,05), non e pero stata riscontrata la presenza della caspasi-9 in forma attiva, le
cellule immunopositive alla Bcl-2 si sono presentate in numero simile (p<0,05) a quelle
positive alla Bax. Inoltre questa tipologia tumorale, assieme ai transizionali, ha rivelato la
presenza di cellule positive alla caspasi-8 nella sua forma attiva (p<0,05).

In Fig4 e in Figb e riassunta la distribuzione delle cellule positive in seguito alle diverse

reazioni immunoistochimiche.
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Fig 4. Istogramma a barre che mostra la percentuale di cellule positive alle reazioni
immunoistochimiche nelle diverse tipologie tumorali. Men=meningoteliomatoso;
Tra=transizionale; Fib=fibroso; Ang=angiomatoso; Aty=atipico; Ana=anaplastico.

Rosa: Bcl-2 Giallo-marrone: Caspasi-3
Nero: TUNEL + Caspasi-3 Verde: Caspasi-8
Arancione: Bax Viola: Caspasi-9

Significativita per p<0,05. a = vs. Meningoteliomatoso
b = vs. Transizionale
¢ = vs. Fibroso
d = vs. Angiomatoso
e = vs. Atipico
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Fig 5.Immagini di reattivitd per i diversi fattori apoptotici studiati. A: doppia
immunoistochimica TUNEL+caspasi-3 in mening. Anaplastico; B: caspasi-3 in mening.
Meningoteliomatoso; C: Bax in mening. Angiomatoso; D: caspasi-8 in mening. Angiomatoso;
E: caspasi-9 in mening. Transizionale; F: infiltrazione tissutale di leucociti, reazione Bax
in mening. Anaplastico.
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La conta del numero di cellule positive alla reazione immunoistochimica verso Ki-67 e la

conta del numero di mitosi ha rivelato la tendenza alla proliferazione delle masse

tumorali in accordo con l'identificazione del grado senza significative differenze con i

meningiomi di grado I (tabella 1).

HISTOPATHOLOGIC CRITERIA OF TUMOR MASS

GROWTH

Meningioma MIB 1 Mithotic index Leukocytes

grading (Ki-67 nuclear antigen | (N°/2.5 mm?) (N° /2.5 mm?)
immunohistochemistry)

GRADE 1 2+1% 2+1 3+1

GRADE II 11+1%* 9+1* T2 *

GRADE III 50+£9 % ** 32+ 9 ** 12 4+ 3 **

Tab.1 . La tabella riassume i criteri istopatologici della crescita della massa tumorale,
analizzati in accordo ai criteri morfologici ed all'infiltrazione leucocitaria.

I dati sono riportati come media + S.E.M. dei dati ottenuti dall'analisi di cinque differenti
vetrini per ogni campione; * = p<0,05 vs.grado I; ** = p<0,05 vs.grado I e IT.
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Le analisi densitometriche dei profili di attivazione delle caspasi, della Bax e della Bcl-2,
oftenute da Western blot hanno confermato i dati ottenuti dall'immunoistochimica.

E' stata osservata un'espressione eterogenea delle diverse caspasi nelle differenti
tipologie tumorali studiate. In particolare le analisi con Western blot hanno evidenziato
una non attivazione della caspasi-6. Allo stesso modo I'assenza di attivazione della
caspasi-8 nei mengiomi fibromatoso ed atipico e stata attribuita all'assenza dei
precursori di questa caspasi.

Un significativo rapporto costante e stata osservata tra le bande corrispondenti alle
proforme delle caspasi e quelle corrispondenti alle forme attive nella caspasi-3 e nella
caspasi-9. Le stesse bande nel meningioma atipico e nell'anaplastico sono state osservate
essere significativamente meno intense rispetto a quelle riscontrate nei meningiomi di
grado I.

Le analisi con Western blot degli inibitori dell'apoptosi hanno mostrato solo nel
meningioma transizionale la presenza del c-Flip, mentre lo XIAP e stato osservato nel
meningoteliomatoso, nel transizionale e nell'anaplastico. Le analisi densitometriche hanno
evidenziato nel meningioma transizionale livelli pit elevati di espressione dello XIAP
(p<0,05), mentre nell'anaplastico e nel meningoteliomatoso questi livelli si sono presentati
inferiori (p<0,05).

In tutte le tipologie tumorali considerate si & riscontrata I'espressione della Surviving;
nei meningiomi di grado I tale espressione & molto bassa, mentre ¢ significativamente piu
rilevante negli atipici e negli anaplastici.

L'analisi istologica dell'infiltrazione leucocitaria ha mostrato una presenza cellulare
proporzionale ai diversi gradi fumorali, con totale assenza nel meningoteliomatoso (Tab.1
e Fig.2F).

Le analisi immunoistochimiche hanno rivelato la presenza di leucociti positivi per il

frammento attivo della caspasi-9, della Bax e della doppia reazione TUNEL+caspasi-3. La
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presenza e la posizione dei leucociti sia positivi che non, non e apparsa associata alle
cellule tumorali immunopositive per i segnali apoptotici analizzati (Fig.2F).
I risultati dei Western blot e delle analisi densitometriche dei fattori apoptotici

considerati sono riassunti in Fig. 6 ed in Fig.7.
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Fig.6. Analisi Western blot dell'espressione e dell'attivazione dei fattori apoptotici
studiati.  C=caspasi. = Men=meningoteliomatoso; = Tra=transizionale;  Fib=fibroso;
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Ang=angiomatoso; Aty=atipico; Ana=anaplastico.
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Fig.7. Istogramma a barre delle andlisi densitometriche delle bande ottenute con
Western blot. A: istogramma a barre delle caspasi; nero: procaspasi-8, rosa:
procaspasi-9, blu: procaspasi-3, giallo: procaspasi-6.
B: istogramma a barre degli inibitori dell'apoptosi; azzurro: XIAP, nero: Survivina, verde:
c-FLIP. Significativitd per p<0,05. a = vs. Meningoteliomatoso, b = vs. Transizionale,
c = vs. Fibroso, d = vs. Angiomatoso, e = vs. Atipico.

DISCUSSIONE

I meningiomi sono delle neoplasie caratterizzate da una lenta crescita della massa
tumorale; i tumori atipici possono diventare invasivi e caratterizzati da una crescita pil
rapida, mentre gli anaplastici possono dare metastasi. L'analisi dei profili apoptotici puo
essere un valido sistema per studiare il rapporto tra morte e proliferazione cellulare
nelle neoplasie, dato importante per una migliore identificazione della risposta clinica
nelle diverse tipologie fumorali.

E' risaputo che in molti tumori la trasformazione cellulare e accoppiata ad un
silenziamento genetico o ad un'alterazione del processamento di diversi fattori come le
caspasi, importanti per determinare i processi di morte cellulare.

Spesso le cellule tumorali acquisiscono un miglior profilo di sopravvivenza producendo
pitt fattori inibitori come la surviving, gli inibitori delle caspasi-3, -7 e -9, i cui alti livelli
sono spesso associati alla resistenza terapeutica e alla risposta clinica nella prognosi

tumorale . (Sasaki et al., 2002; Kayaselcuk et al., 2004).

MENINGIOMI DI GRADO I

Il basso indice di proliferazione (MIB-1 ed indice mitotico) associato alla sostanziale
assenza dell'espressione della survivina conferma le caratteristiche benigne di questi
tipi di meningiomi. Nei meningiomi di grado I da noi studiati, le vie estrinseche dell’
apoptosi sembrano essere sostanzialmente alterate; e stata largamente osservata

l'alterazione dell'espressione e/o del processamento della caspasi-8, oppure il blocco
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dell'attivazione di questa caspasi da parte di fattori inibitori quale il c-Flip, come nei
meningiomi transizionali.

Le vie intrinseche dell'apoptosi, generalmente associate all'attivazione della caspasi-9 e
della Bax, sembrano essere differentemente attivate, ad eccezione che nel
meningoteliomatoso. Per spiegare le differenti attivazioni della caspasi-9 e della Bax nei
meningiomi fibromatosi e negli angiomatosi (Fig.6) possiamo far riferimento alle
caratteristiche propriamente apoptotiche della caspasi-9, a differenza di quelle della
Bax, coinvolta in vie di morte sia apoptotiche che non apoptotiche. Da questi dati
possiamo ipotizzare la presenza di due alternative vie di morte cellulare, quella
propriamente apoptotica e quella non apoptotica che hanno il loro punto di controllo
nell'integrita mitocondriale. Di conseguenza nei meningiomi transizionali la
sovraespressione della Bax pud essere la conseguenza dell'innattivazione da parte dello
XIAP del frammento attivo della caspasi-9.

La ben presente attivazione della caspasi-3 e l'assenza di profili necrotici tissutali
sembra indicare la prevalenza di morte cellulare per via apoptotica o simil-apoptotica.
In assenza di inibitori apoptotici , la differente espressione della Bcl-2, in virtu della
sua azione antiapoptotica, puo rappresentare la base per spiegare il differente numero
di cellule morte osservato.

Nei meningiomi meningoteliomatosi l'unico segnale ben osservabile e quello relativo
all'attivazione della caspasi-3; tale attivazione non associata a nuclei positivi alla TUNEL
o ad altri segnali apoptotici, orienterebbe verso fenomeni non apoptotici. E' noto infatti
che l'attivazione della caspasi-3 puo essere coinvolta in processi proliferativi o di

sopravvivenza piuttosto che di morte cellulare.

MENINGIOMI DI GRADO IT E ITT
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I meningiomi di grado II (atipici) e quelli di grado IIT (anaplastici) sono caratterizzati
dall'avere una maggiore aggressivita, pitu alti segnali proliferativi (MIB1 e indice
mitotico) e una maggiore espressione della survivina e della Bcl-2 rispetto ai meningiomi
di grado I. In queste tipologie tfumorali le vie estrinseche apoptotiche sono alterate
come si puo osservare dalla mancata espressione e/o dall'attivazione della caspasi-8,
mentre le vie intrinseche sembrano conservate come si puo osservare dalla crescita di
espressione e dall'attivazione della caspasi-9. Tuttavia nei meningiomi anaplastici la
forte presenza di inibitori apoptotici quali la Survivina e lo XIAP potrebbero indicare
un'inefficacia delle vie apoptotiche intrinseche, sebbene siano state riscontrate cellule
positive alla TUNEL colocalizzate con I'attivazione della caspasi-3. La forte presenza di
inibitori dell'apoptosi risulta pertanto compatibile con I'attivazione delle caspasi ma non
con la loro attivita.

La nostra ipotesi e che nei meningiomi di grado IIT la morte cellulare possa essere
determinata da vie simili all'apoptosi, che hanno forse nell'elevata espressione di Bax e
Bcl-2 alcuni dei segnali coinvolti. D'altra parte & stato evidenziato che la morte
apoptotica avviene anche in presenza di un ampio spettro di inibitori delle caspasi. Nei
meningiomi di grado II invece l'elevato numero di cellule morenti valutato, associato
all'espressione della Survivina e alla bassa espressione della Bcl-2, potrebbe suggerire
la contemporanea presenza di vie di morte propriamente apoptotiche e simil-
apoptotiche.

La presenza di leucociti non sembra influenzare I'espressione dei segnali
immunoistochimici nei leucociti , piuttosto sembrano essere correlati alle alterazioni
tissutali presenti nei tumori. Infatti la maggior infiltrazione leucocitaria & stata
osservata nei meningiomi anaplastici che presentano la maggior alterazione del profilo
cellulare. L'espressione dei segnali apoptotici & compatibile con le caratteristiche

fisiologiche di queste cellule morte per stress ossidativo durante la loro attivita.
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CONCLUSTONT

In questo lavoro é stata osservata un'espressione eterogenea dei diversi segnali di morte
apoptotica che differisce in modo abbastanza proporzionale a seconda della differente
aggressivita clinica del meningioma considerato. Complessivamente le cellule tumorali
hanno mostrato la tendenza a disattivare le vie apoptotiche attivando I'espressione o la
soppressione di queste attraverso gli inibitori delle caspasi attivate. A supporto di
questa affermazione abbiamo ossevato, nonostante la presenza della sua proforma, la
non attivazione della caspasi-6, che rappresenta uno delle caspasi pit importanti per
I'amplificazione ed il susseguirsi della cascata apoptotica. La non attivazione della
caspasi-6 potrebbe avere la sua causa in un'alterazione delle caspasi a monte dell'intero
processo apoptotico.

Nel nostro lavoro ¢é emerso un dato importante relativo ai meningiomi
meningoteliomatosi; nei tumori di grado I una trasformazione clinica similare non
corrisponde a un profilo biochimico similare, anzi la differente morfologia dell'istologia
tumorale sembra corrispondere ad un peculiare profilo nella risposta fisiologica cellulare,
sicuramente verificato di morte/sopravvivenza cellulare.

Questi dati invitano ad una maggiore attenzione quando differenti tipi di meningioma di
grado I sono collegati sulla base della loro classificazione clinica. Una miglior

comprensione dei processi apoptotici attivati in diversi tipi di meningiomi puo portare ad
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una maggior conoscenza dei processi biochimici riguardanti il rapporto di crescita e di

morte cellulare, permettendo cosi un adeguato intervento clinico e farmacologico.
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