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INTRODUZIONE

Gli Interferoni sono citochine che in seguito ajdene con specifici recettori di membrana sono
in grado di modulare diverse attivita cellulari tfgimale, immunomodulatoria e di controllo della
proliferazione e del differenziamento cellulare)dusendo specificamente |'espressione o
I'attivazione di diverse proteine endogene. Il esiséa mediante il quale le cellule rispondono ai
diversi tipi di Interferoni € unico ed e il risuitadi una catena di eventi che portano alla
generazione di vie di trasduzione del segnale oresgbili dell'attivazione di specifici geni celldla
Le proteine coinvolte in queste fasi appartengdtefamiglia JAK Janus kinasgs alla famiglia
STAT (signal transducer and activator of transcriptjoa IRF (nterferon regulatory factgr la cui
funzione principale € quella di amplificare il saf: fino al nucleo, inducendo l'attivazione
trascrizionale dei geni interferon-inducibili. Agen come fattori di trascrizione, si legano a
particolari sequenze nucleari, al 5’ della regidi@cheggiante il gene inducibile, dette ISRE
(Interferon stimulatable responsive elemerer I'IFNa/3 e per I''FN) e GAS Gamma activated
factor: solo per I'lFN), determinando I'espressione di numerose protfiettrici che mediano le
due principali funzioni degli Interferoni: I'attié antivirale e l'attivita antiproliferativa. Trageni
indotti dagli Interferoni, i membri della famiglienurina 1fi200 (Ifi202, 1fi203, 1fi204 e D3)
(Landolfo S., et al., 1998; Gribaudo G., et al.971,9 Gariglio M., et al., 1998; ) e della contrapar
umana HIN200 (IFI16, MNDA e AIM-2), sono oggettostudio nel laboratorio in cui ho svolto |l
Dottorato di ricerca. In particolare la nostra atiene e rivolta, ormai da anni, verso la proteina

umana IFI16.

Il gene IFI16

Il gene IFI16 é stato identificato nella ricercapdoteine antigeniche specifiche delle linee
linfoidi umane (Dawson et al., 1995). Il suo gen€ié&l0 esoni e 9 introni. Il prodotto genico
contiene due segmenti aminoacidici altamente cgatieuno di tipoa e uno di tipdo. A differenza
di p202 e p204 murine, in cui i domini sono contjgul IFI16 essi sono separati da una sequenza di
136 aa (Trapani et al., 1992). L’esone 1 non eottadna comprende sequenze che conferiscono
inducibilita da parte degli INfe-e —.

In esperimenti di western blotting condotti su wkell mieloidi con anticorpi anti-IFI16 si
individuano tre specie proteiche con peso moleeatampreso tra 80 e 90 kDa, corrispondenti a tre
isoforme (IFI16a, IFI16b, IFI16c) (figura 1), le @udifferiscono nella regione spaziatrice tra i
domini a e b. Esse derivano dallo splicing altewoadel’mRNA che pud contenere rispettivamente
una, due o tre copie di un dominio altamente caagerdi 56 aa (S/T/P costituito dalla ripetizione

Serina/Treonina/Prolina) (Johnstone e Trapani, 1998
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1 201 401 518 635 752 953 963

Fig. 1: Rappresentazione schematica delle tre isoforrma pgedteina Interferoimducibile uman:
IFI16

La proteina IFI16 presenta all'estremita N-terménaina sequenza di consenso nucleare CcN.
Questa sequenza puo essere fosforilata in seegalando la traslocazione nucleare della proteina.
Inoltre IFI16 contiene un dominio N-terminale irado di legare il DNA, la cui presenza indica una
possibile attivita come fattore trascrizionale. eTaequenza e stata sperimentalmente fusa con il
dominio legante il DNA GAL4 ed e stata cosi iddndfa la funzione di repressore trascrizionale
(Johnstone e Trapani, 1999).

Analisi in immunofluorescenza hanno evidenziato Umzalizzazione della proteina nel
nucleo dei monociti e linfociti di sangue perifericormale. La presenza di IFI16 nei nucleoli e nel
nucleoplasma delle cellule mononucleate e non raiugociti, suggerisce una funzione ristretta a
cellule aventi nucleo, cioe non terminalmente défeiate.

Analisi immunoistochimiche condotte per valutamespressione di IFI16 in vivo su sezioni
paraffinate di tessuti umani normali utilizzanddieorpi policlonali diretti contro la porzione C-
terminale di IFI16, hanno evidenziato la sua l@zarzione a livello degli epiteli squamosi
pluristratificati nei compartimenti in proliferazie delle cellule basali e parabasali con graduale
diminuzione negli strati soprabasali differenzi@fig. 2). Questo pattern di espressione e stato
riscontrato soprattutto in sezioni provenienti ‘@pliidermide, dai tratti respiratorio e genitale, in
particolare nelle mucose delle corde vocali e apitelio dell’'esocervice uterina.
L’'immunocolorazione € prevalentemente nucleare eleolare, quindi, solamente cellule
trascrizionalmente attive esprimono IFI16. Fibrehilaeattivi e miofibroblasti provenienti da tessut
inflammati esprimono fortemente IFI16. Un’espressigprominente € stata osservata in linfociti e
monociti; in contrasto, solo alcuni macrofagi esmno la proteina, mentre i granulociti sono del
tutto negativi. Tutte le cellule dell’endotelio eadarizzato, sia i vasi ematici che quelli linfatic

esprimono massivamente la proteina. (Tabella 1)



Soprattutto negli epiteli pavimentosi stratificatome laringe, cervice, e cute I'espressione di
IFI116 é elevata nello strato basale proliferant&y ana graduale riduzione che si accompagna al
processo di differenziamento cellulare (Gariglio, Mt al., 2002)Questi dati suggeriscono una
stretta correlazione tra espressione di IFI16 edoihtrollo dei processi di proliferazione e
differenziamento in vivo. Infatti, con il procesdodifferenziamento e l'uscita definitiva dal ciclo
cellulare di una cellula normale, I'espressionguista proteina viene progressivamente inibita.

L’analisi in immunoistochimica di carcinomi squamaiel distretto capo-collo (HNSCC) ha
permesso di dimostrare che l'espressione di IFlIl6résente soltanto nei carcinomi ben
differenziati, mentre le lesioni con minor gradoddferenziazione risultano negative. Analizzando
I'indice di proliferazione di questi tumori, meditanpositivita per il marcatore Ki-67, abbiamo
osservato che l'espressione di IFI16 e inversam@ntgorzionale all'indice di proliferazione
(Azzimonti B., et alin corso di pubblicazione). Sulla base dei risultdtenuti dall’analisi in
immunoistochimica eseguita su sezioni di tessuamimormali e su sezioni di carcinomi squamosi
che suggeriscono un ruolo potenziale di IFI16 m#itwllo della proliferazione dei cheratinociti,

abbiamo indirizzato i nostri studi su un modelloviitro che permettesse di chiarire a livello
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Figura 2. Analisi immunoistochimica dell’ espressione defleoteina IFI16 in tessuti umani normali.
(A) Esocervice. (B) congiunzione Esendocervice. Le cellule epiteliali che delineaesdcervice sono positiv
quelle che delineano I'endocervice sono negati®g Hpitelio delle corde vocali. (D) Pelle.



molecolare [l'attivita antiproliferativa di IFI16 e stesso tipo cellulare in cui viene

fisiologicamente espresso.

Tabella 1
Livello di espressione di IFI16 in tessuti umanimali: dati da analisi immunoistochimiche
Cellule epiteliali: Celluten epiteliali:
Tessuto Tipo cellulare Egssione Tipo cellulare EsprEene
Cute Epidermide +++ Fibroblasti +/-
Mucosa orale Epitelio di rivestimento +++ Miociti -
Orofaringe Epitelio ghiandolare +

Epitelio duttale ++ Linfociti +++
Laringe Epitelio delle corde vocali ++ Monoliti ++

Epitelio respiratorio ++

abfofagi +/-

Polmoni Epitelio respiratorio -

Epitelio ghiandolare + Granulociti -
Esofago Epitelio di rivestimento  ++ Cellule endoteliali +++

Ghiandole della +

sottomucosa
Rene Epitelio dei tubuli +

Urotelio -
Vescica Urotelio -
Esocervice Epitelio di rivestimento +++
Endocervice Epitelio di rivestimento -

Epitelio ghiandolare -
Endometrio Epitelio ghiandolare -

Fegato Epatociti -




Risultati e prospettive.

Per studiare in modo piu approfondito il ruolo &l16 nella crescita delle cellule epiteliali,
abbiamo analizzato i suoi livelli basali ed inteofe-indotti in una serie di linee cellulari derigada
diversi HNSCC. Ogni linea, derivata direttamentefrdanmenti tumorali espiantati e caratterizzata
da morfologia epitelioide, era in grado di cresaerenodo aderente fino ad un massimo di 50-80
passaggi. Da analisi in western blotting IFI16 @spnte, seppure in quantita variabile, nella
maggior parte delle linee testate; solo in unapdenata HNO136, la proteina non & osservabile
neppure in seguito a trattamento con interferone2geore. Al contrario, tale trattamento induce
I'espressione di IFI16 in tutte le altre linee.

Studi precedenti hanno dimostrato che IFI16 integcon la proteina p53 regolandone I'attivita
trascrizionale. Inoltre, IFI16 € coinvolta nellagmissione del segnale apoptotico mediato da p53 in
condizioni di danno genotossico. In base a quedij tlitte le linee sono state sottoposte ad analis
genomica per la rivelazione di mutazioni sugli esbre 9 della proteina p53. Si € cosi scelto di
utilizzare la linea HNO150, paragonabile alla HN®18 quanto a tasso proliferativo, ma recante
una p53 wt (Tabella 2).

L’aumento dell’'espressione di IFI16, sia in cellgemarie che trasformate, & associata con
I'inibizione della proliferazione cellulare, eventontrollato dallo stato di p53 e pRb. Per esamginar
il ruolo di IFI16 nella citotossicita indotta darfaaci, si € scelto di studiare gli effetti della
doxorubicina nelle linee HNO136 e HNO150, come gigmrai di cellule recanti IFI16 endogeno
silenziato e wild type rispettivamente. Tramite tililmzo di vettori retrovirali esprimenti
I isoforma B di IFI16 o il gene per Ig-galattosidasi, cotrasdotti con il gene per lastesiza alla
neomicina, sono state generate delle linee statdnominate HNO1361FI16, HNO150IFI16,
HNO136LacZ e HNO150LacZ. La sovraespressione diGFielle linee HNO é stata confermata
attraverso metodiche di immunoblotting ed espertimel immunofluorescenza che hanno
permesso di valutare anche la localizzazione nteldalla proteina stessa. Queste linee mostrano
inoltre un indice proliferativo piu basso rispetitle linee parentali come si puo osservare dal
grafico in figura 3.

Le cellule sono state quindi incubate con doxorinbied analizzate per la distribuzione del ciclo
cellulare tramite analisi citofluorimetrica. Essendiota la dipendenza degli effetti della
doxorubicina dal tipo cellulare, in parallelo sosiati analizzati dei cheratinociti umani primari
(NHEK): in questo caso pero, probabilmente a caledka elevata attivita inibitoria, non si sono
potute ottenere delle cellule trasdotte in moddbikacon IFI16. Come evidenziato in figura 3, il
trattamento dei NHEK con doxorubicina, causa urcqee e lieve accumulo delle cellule con un

contenuto in DNA 4N, ed una perdita di vitalitd odistacco dalle piastre entro le 48h. Le linee



HNO parentali e di controllo mostrano invece unenote arresto in G2 a 24h, che persiste ancora
alle 48h, seppure in modo meno pronunciato rispeettpello osservabile nelle HNO stabilmente
trasdotte con IFI16. Come atteso, a 72h sia lailleelli controllo che le IFI16-trasdotte vanno
incontro a perdita di vitalitd molto pronunciatauegti risultati mostrano che I'espressione di IFI16
aumentano I'entita e la durata dell’arresto in Gdbiito da doxorubicina nelle cellule epiteliali.

Tabella 2.
Caratterizzazione delle linee epiteliali derivasecarcinomi squamosi del distretto capo-collo (HNO)

Cell line Stato p53 gene p53 levels pRb levels IFI16 levels
HNO 41 (tonsilla) / WT nd +++ +
HNO 89 (laringe) / ND ++ ND ++

HNOO?alle()Ca"ita / WT nd ND ?
HNO 97 (cavita / 180 E-K nd -t +
orale) 248 R-W
HNOolézllegcavita Poco proliferanti WT ++ ND +++
H,p\)la?aln:;is:)no prol\l/ilfc()al:gnti wT N * i
(imgri%?e) / ND nd ND e
(arnge) | prolferanti | W7 : -
HNO 01rE%;>‘(|)e§cavité\ / WT nd N i
(i';(';‘fgriizg) / 220 Y-.C nd - .
HNOolr(‘Zl?egcaVita Poco proliferanti 135 C-F +++ ++
'(*gr?siﬁgf / 134 F-S . +-
Tgﬁ,g;? / ND ++ +H+ +/-

Studi precedenti effettuati nel nostro ed in déikioratori hanno dimostrato il legame diretto tra

IFI16 e la regione C-terminale di p53, con consetgieaumento dell’attivita trascrizionale di
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guest'ultima. Per verificare che I'accumulo in GBgedentemente descritto, conseguente alla

sovraespressione di IFI16, fosse accompagnato dapiinpronunciata attivita di p53, abbiamo

NHEK
15+
U ctrl
adria
3 1.04
~N
=
&
© 054
0.0~ . *_
N N N
é& é& €@
24h 48h 72h
Time
136 150

100+

62+M/61

48kTime

Figura 3: Rappresentazione schematica dell’ arresto in G2 délerse linee studiate a 24h, 48h e 72t
trattamento con la doxorubicina (QN)

Time

eseguito esperimenti di coimmunoprecipitazione.e&Stratti nucleari di cellule trasdotte con IFI16
sono stati immunoprecipitati con anticorpi diredta contro IFI16 sia contro p53, e rivelati con
anticorpi anti-p53 ed anti-IFI16 rispettivamenteaisultati hanno mostrato presenza di segnale in
entrambi i casi, e la sua assenza nelle cellut®ulirollo. Inoltre, la positivita di segnale e et
anche in immunoprecipitati con anticorpi anti-IFl&@@lecorati con anti-Ser15-p53, suggerendo un
contributo di IFI16 nella stabilizzazione di p53.

Per confermare I'associazione osservata in vivsta® utilizzato un saggio in vitro di GST pull-
down. La proteina di fusione GST-IFI16 o il GST slalo, immobilizzati sulla resina sefaroso-

glutatione, sono stati mescolati ad estratti nucklidHNO136 e 150 IFI16-trasdotte e la presenza di



p53 e stata valutata tramite I'utilizzo di anticiospecifici: il risultato ha confermato la presemtia
interazione specifica p53-I1F116.

P53 e un fattore trascrizionale sequenza-speaifieolega il DNA in forma tetramerica ed attiva
o reprime un largo numero di geni. Per conferm&eniento di attivita trascrizionale di p53,
indotta dalla trasduzione di IFI16, € stato quiefiettuato un saggio in real-time PCR, usando la
sonda TagMan specifica per p21, il piu noto fattosflulare indotto da p53. Esperimenti in
triplicato hanno permesso di dimostrare una aunemiesenza di RNA messaggero nelle cellule
trattate con doxorubicina ed esprimenti IFI16 indmctabile, rispetto alle HNO parentali o alle
cellule contenenti LacZ, trattate o non trattafigua 4).

p21

folds to NT

ONT
O Adria 24h

ol dll s

136lacz 136IFI16 150lacZ 150IFI16 NHEK

Figura 4: Esperimenti dReal Time PCR con primer specifici per p21 su ¢2lHHNO 136 e 150 trasdotte ¢
i retrovirus LacZ e IFI16 a 24h dal trattatamerdo doxorubicina 0j&M.

Infine, 'aumento di attivita trascrizionale é tstailteriormente confermato con un saggio di
trasfezione in transiente, utilizzando plasmidiargcla sequenza consenso o mutata per il legame
con la p53 a monte del gene reporter della lugferdenominati rispettivamente p53RELUC e
mutp53RELUC. Come mostrato in figura 5, le HNO13&& trasfettate con p53RELUC
evidenziano una attivita luciferasica superior@etto alla linea parentale o alle HNO136LacZ. In
seguito al trattamento con doxo, tale attivita téridrmente incrementata di circa 2 fattori. Questi
dati evidenziano, ancora una volta che I' attiditdFI16 € mediata dalla transattivazione di p53 e
cio e confermato dal fatto che le stesse celldsféttate con la sequenza mutata mostrano un’
attivita luciferasica notevolmente ridotta.

IF116 entra quindi a far parte della lista sempitelunga di proteine coinvolte nella regolazione
della trascrizione o delle funzioni di altre prokei come gia é stato dimostrato per numerose
proteine IFNs-inducibili (PKR, PKC, IRF-1).
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Figura 6: Quantificazione dell’ attivita luciferasica dilede HNO136 parentali e trasdotte con LacZ e IF
in seguito a trasfezione in transiente con la sexmeanonica e mutata del promotore di p53.
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Network per la valorizzazione delleerga universitaria (Universita del Piemonte
Orientale, DISCAFF, Novara)
Seminario di cultura brevettale

Dott.ssa Antonia Follenzi (Albert Egist College of Medicine, Liver Research
Center 1300 Morris Park Avenue, Bronx, NY 10461SA)

Espressione epato-specifica del fattore IX antidimof mediante I'uso di vettori
lentivirali

Prof. Guido Valesini (Cattedra di Retotwmaia, Universita la Sapienza di Roma)
TNF, anti-TNF ed autoimmunita

Dott.ssaBice Chini (CNR Istituto di Neuroscienze, Sezione di Farmagalo
cellulare e molecolare, Milano)
Lipid rafts e recettore per I' ossitocina: modulazé del signalling e del controllo
della proliferazione cellulare

Dott.ssa Maria Gabriella Scordo (Depart of Medical Sciences Clinical
Pharmacology University of Uppsala, Svezia),
Citocromo P450: polimorfismi genetici e rispostanida ai farmaci

Dr.ssa Rita Clementi (Universit®dvia)
Alterazioni del gene della perforina nghietologie linfoproliferative

Prof. Magnus Ingelman-Sundberg (Davisof Molecular Toxicology, Institute of

Environmental Medicine, Karolinska Institutet, Stholm, Sweden)
Pharmacogenetics: a tool for a more efficend safe drug therapy
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27/01/2004  Dott. Alan Kozikowski (University ofllihois, Chicago), seminario presso |l
DISCAFF
Chemistry and biology of natural products-deriveol@cules targeted to the brain

Corsi
2004 Corso di Bioetica (Prof. Sandra Brunelleschi)
Pubblicazioni:

Rolle S., De Andrea M., Gioia.[L.embo D., Hertel L., Landolfo S. and Gariglio (4001): The
interferon-inducible 204 gene is transcriptionalgtizated by mouse cytomegalovirus and is
required for its replicatiorVirology , 286, 249-255.

De Andrea M.Gioia D., Azzimonti B., Noris E., Landolfo S.. &@driglio M (2001): Proprieta
biologiche ed organizzazione genomica della famidligeni interferon-inducibile murina IFI1200 e
della controparte umana HIN20d0.lgiene moderng 119: 135-145

De Andrea M., Ravera R3ioia D., Gariglio M. and Landolfo §2002): The Interferon system:
an overviewEuropean Journal of Pediatric Neurology6(Suppl. A), A41-A46.

De Andrea M., Ravotto M., Noris E., Ying G.Gipia D., Azzimonti B., Gariglio M. and
Landolfo S.(2002): The interferon-inducible gene, IFI204, aoem malignant transformation
capability upon mutation at the Rb-binding siteEBS Letters 515, 51-57.

Ravera R., Gioia D., De Andrea M., Cappello P.,v@ai@lli M., Marconi P., Manservigi R.,
Gariglio M., Landolfo S: The Interferon-inducible IFI16 gene inhibits tubwrphogenesis and
proliferation of primary, but not HPV16 E6/E7-imntalized human endothelial cellExp. Cell.
Res. 293, 331-345.

Secco P., Ferretti M., Gioia D., Cesaro P., Bozzq @ D. Marks and Santoro C.:

Characterization of a single-chain intrabody dieelcto the human receptor tyrosine-kinase .Rbn
Immunol. Meth. 285, 99-109.

Comunicazioni a congressi e Abstract:

Secco P.,Gioia D., Cotella D., Gaudino G., Prat $&antoro C. Isolamento e caratterizzazione di
scFv diretti contro i domini intra-cellulari di rettori tirosina-cinasi.

IV congresso AIBG (Associazione Italiana di Biolagt Genetica generale e molecolare), Palermo,
ottobre 1999.

Gariglio M., De Andrea M., Hertel L., Rolle S., Agponti B., Gioia D. and Landolfo S. The
retinoblastoma protein is an essential mediatdrlitiies the interferon-inducible 204 gene to csitle
regulation.

International conference on basic and clinical espécell cycle cotrol, Siena, 29-31 Maggio 2000.
Abstract book pag. 57.

Secco P., Avolio F., Gioia D. e Santoro C. Ideaéifiione di un “intrabody” per il recettore tirosina
cinasi Ron. IV CNB (Congresso Nazionale Biotecnahgrorino Esposizioni,  6-8 luglio 2000
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Gariglio M., De Andrea M., Azzimonti B., Gioia DRolle S., G. Ying, Ravotto M., Ravera R. and
Landolfo S. The retinoblastoma protein is an essentediator that links the human HIN 200 and
mouse homologue IFI 200 genes to cell-cycle reigmaB® Joint Meeting of the ICS and ISICR.
Eur.Cytokine NetwVol.11, Special issue ICS/ISICR, november 2000207.

M.De Andrea, S.Rolle, E.Noris, G.G.Ying, D.Gioia,ABzimonti, M.Gariglio and S.Landolfo.
Overexpression of the interferon-inducible protpR04 mutated at the Rb binding sites induces
tumorigenicity in NIH3T3 cells. 2001 annual meetin§ the society for interferon & citokine
reserch. October 7-12, 2001.

S.Landolfo, M.Gariglio, G.Gribaudo, D.Lembo, E.NgrD.Gioia and L.Riera. Regulation of cell
cycle and DNA precursor biosynthesis by CMV!" 8nternational cytomegalovirus conference.
May 20-25 2001

Gariglio M., M. De Andrea, B. Azzimonti, D.Gioia,. Ravera, M. Ravotto, F. Gugliesi, and S.
Landolfo. Analysis of the role of the Interferordircible gene IFI16 that links interferon to
apoptosis in HPV-related carcinogenesis. Lingo002 annual meeting of the society for
interferon & citokine reserch. October 6-11, 2002.

Gioia D., De Andrea M., Azzimonti B., Ravera R.,viedo M., Gugliesi F., Landolfo S. and

Gariglio M. Analysis of the role of the Interferamducible gene IFI16 that links interferon to
apoptosis in HPV-related carcinogenesis. ISREC €entce. Cell and molecular biology of cancer.
Lausanne, Switzerland, January 22-25-2003

Partecipazione a congressi nazionali:

Cortona Virus 20014-15 settembre 2001
SIVIM (Societa Italiana di Virologia MedicalRoma, 3/05/2002

XIX Conferenza nazionale di citometri@orsi residenziali di aggiornamento. 23-27 seli@m
2002. Campus scientifico universita di Urbino.

Partecipazione a congressi internazionali:

ISICR: Cytokines and Interferons 2002 orino, Ottobre 6-11, 2002

ISREC Conference: Cell and molecular biology ofasanLausanne, Switzerland. January 22-
25-2003
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